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no asi el hombre moderno?
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entendimiento, que todo lo divide
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RESUMEN

El examen patoldgico clésico de los tumores (morfo-histoldgico) es incapaz de
delinear todas las dimensiones de la enfermedad clinica que son requeridas en la
practica. Por otro lado, la caracterizacion molecular de los tumores, aplicada de
forma consistente en oncologia clinica, no solo identifica la enfermedad, sino que
afiade valor predictivo y pronoéstico y tiene el potencial de definir objetivos
terapéuticos especificos. El estudio anatomo patoldgico convencional comienza
tipicamente con la obtencion de una muestra de tejido solido (o citologia) mediante
una biopsia invasiva. Posteriormente, la muestra se analiza en el laboratorio por
histo/inmunohistoquimica (HC / IHC). Este procedimiento permite determinar las
caracteristicas morfologicas y la expresion de biomarcadores en los tejidos
estudiados, alcanzandose asi un diagndstico y un prondstico. Ademas de la lentitud
de este proceso, que implica varias fases: preanalitica (fijacion, inclusion,
procesamiento y corte), analitica (permeabilizacion, tincion y visualizacién) y las
etapas post-analiticas (interpretacion y diagnoéstico), la biopsia de tejido suele ser
bastante compleja, ya que es dolorosa, potencialmente dafiina para el paciente y
costosa. Ademas, no permite monitorizar la evolucion de la enfermedad en tiempo
real y, en algunos casos, ni siquiera es factible su realizacion. Por lo tanto, el
desarrollo de métodos no invasivos para detectar, caracterizar y monitorizar

tumores es un desafio fundamental en oncologia.

La denominada biopsia liquida consiste en la deteccion y caracterizacion de células
tumorales circulantes en la sangre, asi como los acidos nucleicos, proteinas o
exosomas asociados a ellas. Ofrece la oportunidad de investigar el tumor primario
y, simultdneamente, la metastasis. A diferencia de las biopsias tradicionales que
requieren una cirugia u otros procedimientos invasivos, la biopsia liquida se realiza
a través de la toma de muestras de sangre. Mas importante adn, la biopsia liquida
proporciona una vision dindmica del tumor, ya que puede realizarse en los sucesivos
tiempos de evolucién de la enfermedad tumoral, permitiendo una monitorizacion
seriada de su curso, una definicion rapida de sensibilidad o resistencia a los
tratamientos y, finalmente, un diagndstico precoz de las recaidas. Pero pese a las
ventajas que ofrece este método diagnostico, aun no hay una tecnologia validada
clinicamente. Las dos principales limitaciones de la biopsia liquida para su

validacién son:
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1-Tecnologica: la complejidad de las tecnologias disponibles, al implicar una alta
especializacion y centralizacion (como la citometria de flujo, la PCR o la
secuenciacion.), son muy costosas y por ello no estan disponibles en el “punto de

atencion al paciente”.

2-Estratégica: la heterogeneidad de los tumores limita los métodos de deteccién
actuales, basados en dianas predefinidas, limitando la capacidad de deteccion de la

mayor parte de las poblaciones celulares.

En esta tesis doctoral se proponen, desarrollan y demuestran cuatro nuevos
procedimientos que comparten el objetivo comin de intentar superar estas dos

limitaciones:

e Laaplicacion de latécnica de analisis SERS para la deteccion de mutaciones
especificas de tumores en &cidos nucleicos circulantes (cFDNA de k-RAS
en cancer de colon) sin recurrir a PCR ni Secuenciacion.

e La aplicacion de un dispositivo optofluidico para la deteccion de células
tumorales de cancer de mama.

e La deteccién de células tumorales mediante manipulacion del efecto
Warburg, comin a mas del 80% de los tipos de tumor.

e La deteccion subrogada de células tumorales mediante el analisis SERS de
la proteina c-MYC, amplificada en préacticamente todos los tipos tumorales.

Dichas tecnologias y estrategias se demuestran tedrica y experimentalmente en los
articulos compilados en esta tesis, confirmandose su efectividad en pacientes reales.
Constituyen una prueba de concepto de su utilidad clinica e inician los primeros

ensayos observacionales para su validacion clinica.
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ABSTRACT

The classical pathologic examination of tumors (morpho-histological) is unable of
outlining all dimensions of the clinical disease. On the other hand, the molecular
characterization of tumors, consistently applied in clinical oncology, identifies the
disease, adds predictive and prognostic value and determines the presence of
specific therapeutic targets. This class of analyses is typically performed on solid
tissues acquired through invasive biopsy. Posteriorly, the samples are analyzed in
the pathology lab by histo/immunohistochemistry (HC/IHC). This allows to
determine the morphological characteristics and the expression of biomarkers in the
tissues reaching, thus, a diagnostic and prognostic. Besides the slowness of this
process, which involves pre-analytic (fixation, embedding, processing and
sectioning), analytic (permeation, staining and visualization) and post-analytic
steps (interpretation and diagnostic), a tissue biopsy is often quite challenging as it
is costly, painful, or potentially risky for the patient. Further, it cannot track the
disease evolution in real-time and, in some cases, it is not even feasible. Thus, the
development of non-invasive methods to detect, characterize and monitor tumors is

a major challenge in oncology.

Liquid biopsy consists of the detection and characterization of circulating tumor
cells and nucleic acids or proteins associated therewith. It offers the opportunity to
investigate the primary tumor and, simultaneously, the metastasis. Unlike
traditional biopsies that require surgery or other invasive procedures, the liquid
biopsy is done through the collection of blood samples. More importantly, the liquid
biopsy provides a dynamic view of the tumor, as it can be performed in successive
times of disease evolution, allowing serial monitoring of its course, a rapid
definition of sensitivity or resistance to treatments and an early diagnosis of
relapses. Despite the advantages offered by this diagnostic method there is still no

clinically validated technology.

In this thesis by publications has been analyzed the limitations of these
technologies, and two main limitations have been defined:

1 - The complexity of the available technologies that involve high specialization
and centralization, such as flow cytometry, PCR or sequencing, etc., which are very

expensive and are not available at the patient's point of care.
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2- The heterogeneity of tumors that limits current detection methods, based mainly

on predefined targets, limiting the detection of most of the cell populations.
The following approaches are proposed and developed to overcome them:

e The application of the SERS analysis technique for the detection of tumor-
specific mutations in circulating nucleic acids (k-RAS cDNA in colon
cancer) without resorting to PCR or Sequencing

e The application of optofluidic devices for the detection of tumor cells.

e The detection of tumor cells by manipulation of the Warburg effect,
common to more than 70% of tumor types.

e Detection of tumor cells by SERS detection of the c-MYC protein,
amplified in virtually all tumor types.

These strategies are demonstrated theoretically and experimentally, in de articles

compiled in this doctoral thesis, confirming their effectiveness in real patients.

The structure of the thesis is by compilation of publications. The four articles that
configure it share the common objective of defining a liquid biopsy methodology
that exceeds the limitations described and is suitable for future clinical validation.
They constitute a proof of concept that confirms its clinical utility and initiate the

first observational tests for its clinical validation.
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1 INTRODUCCION

EL CANCER
DIAGNOSTICO
7 w BIOMARCADORES
J BiopsiA LiQUIDA
- SERS
La presente ;ésis doctoral esta estructurada como EFECTO WARBURG

una compilacion de cuatro articulos publicados. Los .
OPTOFLUIDICA

trabajos que en dichos articulos se exponen

obedecen a un objetivo comin. Todos ellos estan

centrados en la denominada “biopsia liquida”, titulo de esta tesis. Se propusieron
dos objetivos en relacion a este procedimiento: mejorar tecnolégicamente los
métodos existentes en la actualidad en cuanto a simplicidad y coste y, por otro lado,
superar una de sus principales limitaciones: la existencia de heterogeneidad
tumoral. En esta introduccion se describe el concepto de biopsia liquida, sus
aplicaciones y el estado actual de las estrategias disponibles, asi como las
tecnologias existentes para su implementacion clinica. Finalmente, se describen los

fundamentos y técnicas adoptadas en los cuatro articulos que configuran esta tesis.



Biopsia Liquida

1.1 El Cancer

El cancer supone un problema sanitario mundial de primer orden. Segin la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) fallecen 8.2 millones de personas cada afio por
esta enfermedad, lo cual supone més de 22.000 fallecimientos diarios. Ademas,
diversas evidencias epidemioldgicas muestran una tendencia al empeoramiento de

esta situacion, al menos en cuanto a la incidencia de la enfermedad.

Es una enfermedad ocasionada por el fracaso de los controles que regulan la
division y la muerte celular. Este equilibrio, entre division y muerte, es el que
determina en Ultima instancia la estructura y la funcion de los organismos

pluricelulares y, por tanto, su integridad, identidad y supervivencia.

A lo largo de los altimos 50 afios, la teoria y la investigacion clinica y experimental
han ido constituyendo un modelo de esta enfermedad que se definiria por la
aparicion de multiples etapas o estadios sucesivos, cada uno de los cuales estaria
caracterizado por la presencia de determinados eventos, habitualmente mutaciones
gendmicas somaticas, que se irian acumulando. La presencia de estas mutaciones
en la linea germinal aceleraria el proceso (canceres hereditarios). La enfermedad,
segun este modelo, apareceria tras una compleja secuencia de acontecimientos o
fallos. Por lo tanto, se asume que, independientemente de las distintas
manifestaciones fenomenoldgicas o funcionales, las diversas expresiones de esta
enfermedad heterogénea descansan en una inestabilidad gendmica, es decir, en la
presencia de mutaciones gendmicas. Clark en un destacado articulo, considerado

ya “clasico”, define el cancer de la siguiente manera:

El cancer consiste en una poblacién de células anormales que muestran
temporalmente un crecimiento/multiplicacion en relacidn con sus vecinas. Dichas
células anormales invaden los tejidos adyacentes, atraviesan la membrana basal y
proliferan también en el mesénquima préximo a su origen, pudiendo metastatizar a
sitios distantes. Es decir, muestran proliferacion incontrolada en al menos, tres
localizaciones: el compartimiento original, el mesénquima primario y un
mesénquima distante (Clark 1991)

Neoplasia es una lesién focal, proliferativa, sea tumor benigno, cancer primario o

metastasis. Es una proliferacion clonal, es decir, una lesion originadas en una sola
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célula primitiva. Progresién tumoral designa la secuencia de cambios focales que
tienen lugar dentro de las lesiones proliferativas de un sistema neoplasico,
resultando en una serie de entidades cualitativamente diferentes. Las lesiones
pueden progresar de benignas a malignas o a un incremento de malignidad. Vista
como un proceso, la progresion no es obligada, de hecho, pueden describirse

regresiones (en algln caso de melanoma).

Displasia es una proliferacion focal de células con crecimiento temporalmente
restringido, que muestran una organizacion anormal del tejido (diferenciacion

aberrante, atipia)

En un segundo articulo el mismo Clark (Clark 1995) afiade que el cancer seria una
“forma aberrante de vida” y describe lo que denomina “paradigma genético”. Segiin
este, el origen de la enfermedad consistiria en la acumulacion de mdltiples
alteraciones cromosomicas y mutaciones en proto-oncogenes y genes supresores de

tumor.

En este conjunto de ideas quedaron fijados los conceptos que definen hasta hoy la
enfermedad denominada cancer, al menos desde un punto de vista bioldgico, a los
cuales se han ido afiadiendo los sucesivos descubrimientos de nuevas mutaciones.
El modelo se es descrito como “darwiniano”. Las mutaciones operarian en un
proceso evolutivo de la enfermedad. Las que generan fenotipos mas aptos serian
seleccionadas al dotar a la célula de alguna ventaja proliferativa (Nowell 1976). El
fin (pues es un modelo teleoldgico) seria la proliferacion, ya que es esta

caracteristica la que otorgaria la mayor ventaja selectiva.

Cada componente de esta secuencia evolutiva alteraria una funcion capital en la
homeostasis de los tejidos y de la vida celular: fracaso en la reparacion de
mutaciones, fracaso en la apoptosis, activacion o sobrexpresion de oncogenes,
inhibicion de genes supresores o, finalmente, alteraciones especificas en el
metabolismo. Con estos fundamentos tedricos se desarrollaron modelos
experimentales de proliferacion, crecimiento y seleccion, principalmente a través
de lineas celulares (Norton 1988). Las estrategias terapéuticas también se ajustaron
a este modelo mediante esquemas de poliquimioterapia contemplando la cinética
tumoral segin sus postulados (seleccion natural, crecimiento Gomperziano,
supervivencia del mas apto). Como decimos, el interés se focalizd

fundamentalmente en la idea de proliferacion, apareciendo las metastasis como un
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fendbmeno marginal y peor comprendido. Lo sustancial de este modelo no ha
cambiado hasta muy recientemente, cuando el desarrollo de la biologia molecular
amplio las posibilidades no solo de andlisis (conocimiento de las distintas vias de
transduccion de sefial, por ejemplo), sino sobre todo las terapéuticas, con el disefio
de drogas dirigidas directamente a alteraciones moleculares especificas (dianas
terapéuticas) (Vogelstein and Kinzler 2002).

Todos estos conceptos han sido reunidos en el articulo seminal y muy critico de
Hanajan y Weimberg de 2011 (Hanahan and Weinberg 2011), en el que, ademas,
se seflalan nuevos objetivos asi como algunas inconsistencias del modelo clasico.
La inconsistencia fundamental de dicho modelo es la marginacion del papel de las
metastasis, ya que, segun los datos mas recientes, la metastasis no es simplemente
un “lugar de llegada” del proceso de la enfermedad, sino que probablemente
aparece desde el inicio (Spremulli and Dexter 1983). El proceso que denominamos
cancer implica la adquisicion celular o tisular de tres fenotipos: invasivo,
proliferativo y metastasico. En un tumor primario se liberan 10° células/dia por gr

de tumor (1 gr de tumor = 10° células).

El 90% de los fallecimientos por cancer no se deben a la localizacién u origen
primario del tumor, sino al hecho de que dichos tumores primarios son capaces de
originar metéstasis. Incluso estas Ultimas pueden, a su vez, crear nuevas metastasis.

La importancia de este fendmeno es clara:

e EIl 30% de los tumores presentan metéstasis macroscopicas en el
momento del diagnostico

e Otro 30% presentan micrometéstasis (el limite de la capacidad
radioldgica de distinguir un nddulo estd en un centimetro (10.000
millones de células en 1 cm?).

e Es un hecho biolégico muy temprano en la enfermedad y aumenta

con su curso (la probabilidad de aparicion)

Denominamos metastasis a la colonizacion por parte de las células tumorales de
nuevos tejidos no relacionados necesariamente con el tejido originario. La
produccién de dichas metéastasis requiere la migracion de las células tumorales bien
localmente, lo que se denomina invasion, bien por via linfatica o a través del sistema
circulatorio sanguineo (diseminacion hematologica o hematdgena). Por tanto, en

algin momento de la evolucién de la enfermedad deberian ser detectables células
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tumorales circulantes o material derivado del tumor primario, tal como proteinas,

acidos nucleicos o exosomas (Figura 1).

La deteccion analitica de los llamados “marcadores tumorales “, que en general son
glicoproteinas derivadas de un tumor primario 0 Sus metastasis, es una
aproximacion tradicional a la metodologia que se ha denominado actualmente
“biopsia liquida “. Sin embargo, ninguno de estos marcadores séricos (CEA,
CA125, etc.) ha conseguido mejorar la sensibilidad y la especificidad de las pruebas

radiologicas (excepcion hecha del PSA en el caso del adenocarcinoma de préstata).

La biopsia liquida consiste en el aislamiento y / o enumeracion, primariamente en
sangre periférica, de células o acidos nucleicos tumorales con el fin de establecer el
diagndstico, el prondstico o incluso la monitorizacion de la enfermedad tumoral.
Por tanto, se trata de un procedimiento no invasivo que podria, en el futuro,

complementar a las biopsias quirdrgicas tradicionales

Este tipo de biopsia no solo presenta las ventajas de no ser cruenta y de ser
practicables en todo momento, sino que, ademas, permite superar una de las
caracteristicas de los tumores que mas dificultad esta creando actualmente en el
diagndstico del cancer. Se trata de la “heterogeneidad tumoral “(Spremulli and
Dexter 1983; Perou et al 2000; Swanton 2012).

Esta heterogeneidad tumoral, es decir, la presencia en los tumores de células tanto
genotipica como fenotipicamente diferentes (aun siendo su origen monoclonal)
posiblemente explique el mecanismo subyacente a la aparicion del fendmeno
invasivo y metastéasico (Hanahan and Weinberg 2011). Esta claro que los tumores
originados en tejidos epiteliales (carcinomas y adenocarcinomas) progresan hacia
distintas formas de desdiferenciacion y rediferenciacion, dando lugar a distintos
grados de malignidad (Figura 2). En estas transiciones fenotipicas las células
tumorales llegan a adoptar caracteristicas similares a aquellas propias de las células
mesenquimales embrionarias: movimiento, invasion, migracion, deformabilidad,
etc. Este fendmeno, subyacente a la heterogeneidad tumoral, se ha denominado
“Transicion Epitelial Mesenquimal” (EMT). Por otra parte, otra evidencia de dicha
heterogeneidad tumoral, en este caso dindmica, se observa al aislar células
tumorales circulantes en distintos momentos evolutivos de la misma enfermedad,
de tal modo que en cada uno de esos momentos se observan caracteristicas

fenotipicas distintas. Este es el caso de las pacientes con cancer de mama cuyo
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tumor primario no presenta amplificacion ni expresion de HER-2, pero cuyas
metastasis detectadas mediante biopsias liquidas sucesivas muestran
ocasionalmente expresion de dicho oncogén. Se trata de un hecho muy relevante,
ya que dichas pacientes, ateniéndose exclusivamente a la biopsia primaria
convencional tal como se procede actualmente en la clinica, no recibirian

tratamiento especifico contra HER-2 y, por tanto, estarian mal tratadas.

La heterogeneidad tumoral, como vemos, no solo es espacial, sino que también es
dindmica, tanto desde un punto de vista intratumoral (espacial y temporal) como
desde el punto de vista de la metastasis (primario-metéstasis 0 metastasis-
metéstasis). De forma que dicho fendmeno constituye una limitacion primordial a
la utilizacién de las nuevas estrategias terapéuticas basadas en dianas moleculares

(medicina personalizada), tal como se acaba de mencionar en el caso de HER-2.

Transicién Epitelial Mesenquimal ﬁ ADN tumoral circulante

EY /
J
. (4 7).
N

® a. Proteinas

, Células Tumorales Circulantes

® Mononucleares

Figura 1: Proceso de metastatizacion

A partir del tumor primario se diseminan Células Tumorales Circulantes (CTCs). Tanto estas como
el tumor primario liberan ADN, ARN, exosomas y proteinas
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1.2 Diagnostico del Cancer

Si bien el enfoque de esta tesis doctoral esta dirigido al cancer en general, la mayor
parte de los experimentos se han realizado en modelos de cadncer de mamay colon,

tanto en lineas celulares como en pacientes.
Las decisiones terapéuticas actuales en el cancer de mama se basan en:

e El andlisis de datos clinicos, como el estado de los ganglios axilares o
tamario del tumor.

e La histologia: tipo histolégico, grado nuclear, diferenciacion, algin
indicador proliferativo (nimero de mitosis o Ki67).

e La inmunohistoquimica: receptores estrogenicos (ER), receptores de
progesterona (PR).

e FISH : (fluorescent in situ hybridization) amplificacion de HER-2.

Estos parametros no solo tienen valor prondstico, sino que también afiaden valor
predictivo, es decir, anticipan la probabilidad de responder a tratamientos
determinados. Sin embargo, aunque dicha informacion establece los indicadores
prondsticos y predictivos basicos, hay distintas situaciones clinicas en las que se
necesita una mayor precision. En este sentido, se han introducido en los Gltimos
afios dos nuevas aproximaciones: perfil genético (Oncotype-DX ®, Mamaprint ®)
y biopsia liquida: Cellsearch ® (procedimientos aprobados por la FDA)

El desarrollo de estas técnicas ha supuesto, al menos desde un punto de vista teorico,
una nueva taxonomia del cancer de mama (los denominados por Perou subtipos
intrinsecos ) (Perou et al. 2000). A pesar de ello, la tecnologia que supone esta

clasificacion es cara y no esta disponible para la préctica clinica rutinaria.

1.3 Biomarcadores

En los Gltimos afios se han introducido en la practica clinica nuevos biomarcadores

que han facilitado la toma de decisiones médicas.
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Figura 2: Heterogeneidad tumoral

Una biopsia en la zona HER2- reflejaria una imagen errénea del tumor. Adaptado de Mike Barret,
2013

El diagnostico de cancer de mama fue pionero en el uso de biomarcadores
histologicos: grado nuclear, tasa de replicacion, grado de necrosis, invasion
linfovascular, presencia de linfocitos, etc.). Muy tempranamente se introdujeron,
ademas, biomarcadores inmunohistoquimicos: p53 mutado, Ki67, Receptores
Hormonales, HER-2, etc. como se ha mencionado previamente. Y mas
recientemente marcadores moleculares: FISH de HER2, o los andlisis de expresion

génica maltiple previamente citados (Oncotype© o Mamaprint©).

Como resultado se ha producido no solo una mejoria en la supervivencia de esta
enfermedad, sino ademas una disminuciéon de los dafios relacionados con los
tratamientos (al establecerse criterios muy precisos para estratificar a las pacientes
de cara a uno u otro tratamiento, neoadyuvancia, cirugias limitadas, ganglio
centinela, etc.). El hecho, paradigmatico en el diagndstico del cancer de mama, es
que subyaciendo a biopsias patoldgicamente indistinguibles, se han descrito nuevas
caracteristicas, hasta ahora no visibles, que definen claramente enfermedades
clinicamente distintas. En la Figura 3 vemos un ejemplo idealizado de las
preparaciones histoldgicas con hematoxilina-eosina de tumores de mama de tres
pacientes diferentes que son anatomopatologicamente indistinguibles. Sin
embargo, la evolucidn clinica de las tres pacientes es bien diferente, como muestran

las curvas de supervivencia actuarial.
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Tres Cursos Clinicos Diferentes
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Figura 3: Heterogeneidad subyacente

Tres biopsias aparentemente idénticas de tres pacientes cuya evolucion clinica, sin embargo, es
completamente diferente. Adaptado de John A. Martignetti, 2016

A la caracterizacién de estas propiedades subyacentes se le ha denominado
medicina personalizada o de precision, y ha podido desarrollarse gracias a las
técnicas de biologia molecular, fundamentalmente la PCR (polymerase chain
reaction) y la secuenciacion automatizada de ADN.

Pero el papel de estos biomarcadores no se limita al diagnéstico, sino que también
son Utiles al identificar nuevas dianas terapéuticas, afiadiendo un elemento mas de
precision a los tratamientos (Tabla 1). EIl hito de esta estrategia lo marco la
introduccién del Imatinib (Hoffmann et al. 2017) como tratamiento dirigido a una
diana especifica, molecularmente identificada: el producto hibrido del nuevo gen
producto de la translocacion BCR-ADI (en la Leucemia Mieloide Cronica) o la
introduccion del Trastuzumab (Dall, Koch et al. 2017) en el cancer de mama con
HER2 amplificado. Estos éxitos se han ido extendiendo a otros tipos tumorales,
destacando el caso del carcinoma no microcitico de pulmén portador de mutaciones
puntuales en EGFR (Rosell et al. 2017; Saxon et al. 2017) o de traslocaciones
EML4-ALK (Zhang, Shiratsuchi et al. 2017), del melanoma con mutaciones en
BRAF (Bruno, Martinuzzi et al. 2017) o del adenocarcinoma colorrectal con
mutaciones en K-RAS o N-RAS (Rodriguez-Salas, Dominguez et al. 2017). En

todos estos, casos no solo se realiza un diagndstico y pronostico mas preciso, sino
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que al disponerse de farmacos dirigidos a las dianas mencionadas, los tratamientos

son mas efectivos (Figura 4).

BIOMARCADORES PRONOSTICOS Y Prediccién-Prondstico
PREDICTIVOS -~ Recaida-Respuesta tratamiento

PROGRESION
DIAGNOSTICO PAUATIVOS

:_ :’ ; ’: ;

v v

SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION

SUPERVIVENCIA GLOBAL

Figura 4: Momentos de intervencion

Distintos papeles de un biomarcador, como la biopsia liquida, en cada momento de la evolucién de
una enfermedad tumoral genérica. Se muestra la historia natural habitual de un cancer. Adaptado
de A, Martignetti 2016

Por otra parte, estos nuevos biomarcadores, sobre todo los gendmicos, han
mostrado una complejidad subyacente en cada tumor hasta ahora desconocida. Se
trata de la denominada heterogeneidad inter e intra-tumoral, o la heterogeneidad
genotipica entre tumor primario y metastasis (Spremulli and Dexter 1983). Incluso
se ha observado heterogeneidad temporal, es decir, fluctuaciones poblacionales en
un mismo tumor a lo largo del tiempo (McGranahan and Swanton 2017, Miyamoto,
Ting et al. 2017). Ante estos hechos, las biopsias convencionales se muestran
insuficientes (Brock et al. 2009; Huang et al. 2017) (Figura 5).
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Figura 5: Heterogeneidad no detectada por las técnicas convencionales.

Por Western se observa una intensidad decreciente de la banda. La misma muestra por citometria,
en b, refleja la presencia de dos poblaciones. En c la linea continua representa el promedio que oculta
la bifurcacion de dos fenotipos. (B) ElI mismo fendmeno, en a una transicidn brusca (on-off) en b
una transicion con dos poblaciones. El fendmeno queda oculto en Western. Adaptada de Sui Huang,
20009.

En esta figura se puede observar como muchas técnicas moleculares, las basadas en
PCR (amplificacion en cadena de polimerasa) o los Western Blot (electroforesis y
transferencia de proteinas) no son capaces de diferenciar la heterogeneidad
intratumoral debido a su propio disefio, basado en andlisis promedio o poblacional.
En las técnicas convencionales muchos fendmenos esenciales para entender la
evolucion de la enfermedad y su tratamiento, permanecen ocultos, precisandose
nuevas estrategias y tecnologias para detectarlas. En la Figura 5, por ejemplo, se
observan los resultados de un western blot que expresan un incremento progresivo

de sefial. Sin embargo, en un estudio citométrico de la misma proteina en
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poblaciones celulares se observan fendmenos de clonalidad en el tiempo: aparecen

dos poblaciones celulares no identificables por western.

Tabla 1: Tipos de biomarcadores.

Todas estas categorias pueden ser asumidas por la biopsia liquida. Adapdado de Johnatan D.
(Jonathan 2014).

Tipo de Definicion Ejemplo

Biomarcador

Diagndstico Identifica presencia de enfermedad y su origen | Biopsia tradicional

Pronostico Categorizacion de los pacientes por su riesgo | Mamaprint®, Estado funcional

de pI’Ogresién/reCidiva. Define la historia (ECOG), presenCIa de gangllos

natural del proceso en axila en Ca. Mama

Predictivo Categorizacion por probabilidad de responder | EGFR en Ca. Pulmon, K-RAS
a un tratamiento en ca. Colon, HER2 en Ca.

Mama, Oncotype®

Farmacodindmico | Evaluacion dindmica de la respuesta a un | Tension Arterial, Radiologia, Dolor
tratamiento determinado

Surrogate Sustituye un endpoint clinico. Son un | Supervivencia Global

endpoint subgrupo de los Farmacodinamicos
Supervivencia libre de enfermedad

En otra linea de trabajo, que aporta un concepto nuevo de heterogeneidad funcional
(Alizadeh et al. 2015), se ha demostrado que existen distintas subpoblaciones
celulares dentro del mismo tumor tanto con capacidad metastasica, como no
metastasicas (probablemente la mayoria pertenecen a esta ultima clase) . La
existencia de las primeras (las metastasicas) fundamenta la hipotesis de las Stem
Cell tumorales (células madre tumorales). Finalmente, otro elemento que se afiade
al concepto de heterogeneidad tumoral es la ya mencionada hipdtesis de la
transicion epitelial-mesenquimal (EMT) en el tumor primario (Gerlinger, Rowan et
al. 2012).
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1.4 Biopsia liquida

La practica médica oncoldgica tiene que actuar y adoptar decisiones en este &mbito
de complejidad molecular, celular, tisular y clinica, previamente descrito, con el
objetivo de definir con exactitud la situacion de un paciente determinado y adoptar
la mejor opcion terapéutica para él y en ese momento particular. Para ello, las
fuentes de informacidn del clinico deben ser fiables, sensibles y especificas. Los
tratamientos oncologicos tienen un indice terapéutico muy bajo (ratio dosis
terapéutica/dosis toxica), por lo que la precision de la informacion tiene que ser

muy alta, y, ademas, debe tener continuidad en el tiempo.

La denominada biopsia liquida, conceptualmente, cumple con todos estos
requisitos. Por ello podria cambiar de forma radical el enfoque diagndstico y

terapéutico del cancer, asi como la monitorizacion clinica de esta enfermedad.

Bajo este concepto se retnen dos enfoques estratégicos distintos: uno dirigido a las
células tumorales circulantes (CTCs —Circulating Tumor Cells-) y el otro dirigido
a los &cidos nucleicos circulantes, generalmente al ADN (cfDNA —circulating free
DNA- o ctDNA -—circulating tumor DNA-). Estas células circulantes y sus
“materiales” derivan, 0 bien del tumor primario o bien de las propias metéastasis. En
este ultimo caso se suelen denominar células tumorales diseminadas (DTC). En
muchas ocasiones las biopsias clinicas tradicionales, es decir, la obtencién directa
de material tumoral, son impracticables. Esto suele ser habitual, por ejemplo, en el
cancer de pulmon, principalmente en estadios I o 11, es decir, estadios muy iniciales
(Figura 6).

Una segunda ventaja de la biopsia liquida sobre la tradicional es la posibilidad de
determinar el fenotipo tumoral en el tiempo, es decir, la evolucion del tumor. Esto
ultimo es esencial cuando se administra un tratamiento, ya que permite monitorizar
su efectividad, asi como las posibles resistencias que pudieran aparecer en el curso
del mismo. La deteccidn de estos fenotipos celulares resistentes permite no solo
evitar toxicidades innecesarias, sino también ajustar individualmente el tratamiento

antes de que la enfermedad progrese.
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Tabla 2: Ventajas de la biopsia liquida

Biopsia Liquida

CARACTERISTICAS BIOPSIA BIOPSIA TISULAR
LIQUIDA
Invasiva No Si
Idonea para repetir Si No
Estabilidad de la muestra Si Tras procesamiento
Monitorizacidn longitudinal Si No
Coste Bajo (segun | Alto
técnica)
Tiempo de procesamiento Corto Largo
Tasas de fallo Bajas Altas (segun
localizacion)
Material disponible para post- Amplio Escaso
procesamientos
Dolor/Riesgo No Si
Ingreso Hospitalario No Segun

localizacion/Riesgo

En tercer lugar, la biopsia liquida permite determinar la enfermedad residual

microscopica. Esto es importante en dos situaciones clinicas: en tratamientos

adyuvantes o tras una cirugia con intencion radical (denominadas resecciones

tumorales R0) o en la deteccion temprana de recaidas.
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Figura 6: Curvas de supervivencia en funcion del nimero de CTCs

Supervivencia libre de enfermedad y global en pacientes con cancer de pulmén no microcitico
estadio 11-1V (A y B) y solo estadio IV (C y D) en funcién del nimero de células tumorales
detectadas en sangre (mas —azul- o menos de 5 —amarillo-). Adaptado de Mathew G. Krebs, 2011

Finalmente, su papel podria ser esencial en la definicion e “end-points” (objetivos
clinicos para evaluar la efectividad de tratamientos, por ejemplo, la supervivencia
global, o la supervivencia libre de enfermedad) o su sustitucion (surrogate end-
points) por criterios mas precoces y manejables tanto en clinica convencional como
en el desarrollo de nuevos farmacos (ensayos clinicos). La Tabla 2 esquematiza las
ventajas de la biopsia liquida frente a la tisular y en la Tabla 3 se definen algunos

conceptos aplicables a la misma.

En resumen, de los multiples puntos de vista descritos puede deducirse que el
analisis de las células y del ADN tumoral circulante puede constituirse en
plataforma para superar las limitaciones de los actuales métodos de diagnostico y

seguimiento del paciente oncologico.

Pero tanto, el ADN como las CTCs tumorales son muy escasas (CTCs: 1/10° o
1/10° , cfDNA: 5-16 ng/mL en sanos, 1157 ng/mL en pacientes con cancer de colon,
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ambas cantidades son promedios) (Schwarzenbach et al. 2008), por lo que la
introduccion de nuevas plataformas sensibles y especificas es imprescindible. Las
disponibles en la actualidad son complejas y centralizadas, precisando personal

especializado para su implementacion.

Por otro lado, los criterios de seleccion celular en dichas plataformas deberian ser
lo mas universales posible (dirigidas a marcadores o “propiedades” tumorales
genéricas), debido precisamente a la heterogeneidad intrinseca de dichas células.
En cuanto al ADN, el problema principal de su deteccion es que precisa el
conocimiento previo de la caracteristica que se busca (mutacion, translocacion, etc.)
que caracteriza al tumor primario, por lo que son precisas tecnologias capaces de
analizar este ADN en las células circulantes.

Tabla 3: Definiciones

Marcador Bioldgico Un signo fisico o de laboratorio que se asocia
a un proceso patoldgico y que tiene un valor

prondstico o diagndstico putativo

Surrogate end-point Un biomarcador que sirva como un sustituto
de un end-point clinicamente significativo y
del cual se espera que prediga el efecto de

una intervencion terapéutica.

End-point clinico Una valoracion clinicamente significativa de

cémo el paciente, siente y sobrevive

1.5 SERS: Surface Enhanced Raman Spectroscopy

La espectroscopia Raman de dispersion en superficie (SERS, Surface Enhanced
Raman Spectroscopy) es una técnica que combina la espectroscopia laser con las
caracteristicas (resonancia de plasmones localizada-LSPR) de nanoestructuras
metalicas. Esta interaccion laser-plasmon resulta en un aumento de la sefial Raman
de los sistemas moleculares cercanos a tales nanoestructuras (Kotanen, Martinez et
al. 2014). El espectro Raman se basa en los fendmenos de dispersion inelastica de

la luz monocromatica (generalmente laser) en rango visible, infrarrojo o
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ultravioleta. La luz dispersada por el analito esta relacionada con los modos
vibracionales que caracterizan su estructura molecular, lo cual es muy especifico de
cada material. Los cambios conformacionales de la molécula en estudio ocasionan
espectros especificos. La mejoria que la técnica SERS aporta al Raman puede
alcanzar hasta 14 6rdenes de magnitud con respecto a las sefiales convencionales
de dispersion Raman (RS) de las moléculas. El espectro obtenido es la firma
vibratoria de la molécula, y por lo tanto, contiene toda la informacion estructural de
dicha molécula en estudio. De este modo, la espectroscopia SERS combina niveles
de deteccion con especificidad de una sola molécula con una rapida adquisicion de
datos sin requisitos especiales o preparacion de muestras. Todas estas
caracteristicas hacen de la SERS una técnica con potencial aplicabilidad en campos

tan diversos como la ciencia de los materiales, la quimica analitica o la biomedicina.

Cuando una fuente de luz ilumina una molécula interaccionando con la nube
electronica de sus enlaces, el foton incidente excita uno de los electrones hasta un
estado virtual (Figura 7) antes de relajarse otra vez a un estado vibracional de menor
energia. La mayoria de los fotones son dispersados elasticamente (radiacion
denominada de Rayleigh), es decir con la misma longitud de onda que los fotones
incidentes. So6lo una pequefia fraccion de la luz (aproximadamente 1 en 107-108
fotones) es dispersada Opticamente a frecuencias diferentes de la de los fotones
incidentes (efecto Raman). Si el foton resultante es de inferior frecuencia, entonces
se genera una linea que se denomina Stokes, en el lado rojo del espectro incidente.
En el caso de que la molécula se encontrara ya en un estado vibracional excitado,
los fotones incidentes seran desplazados a frecuencias mas elevadas (azul) del

espectro, generando una linea denominada antiStokes

™ Estado electronico
i excitado
b e
r
Absorcion
UVv-visible
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Raman
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Rayleigh Stokes Anti- Fluorescencia
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Figura 7: Fundamentos de los espectros Raman y Fluorescente.
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Se acepta que al fendmeno SERS contribuyen dos mecanismos: el mecanismo de
intensificacion electromagnético (EM) y el mecanismo quimico o de transferencia
de carga (TC). El mecanismo EM debe estar presente en toda la experiencia SERS
suficientemente intensa, mientras que el mecanismo CT puede 0 no participar,

dependiendo de las condiciones.

Desde el punto de vista bioldgico, la ventaja de esta metodologia frente a la
fluorescencia convencional es que no son precisos complejos marcajes y el uso de
anticuerpos intermedios, como en el caso de las inmunohistoquimicas. Por otra
parte, la fluorescencia convencional presenta una banda mucho mas ancha que el
espectro SERS, lo cual implica, ademas, que aparece una gran superposicion de
frecuencias entre los distintos fluoréforos, lo que le resta definicion y limita las
posibilidades de usar multiples determinaciones simultaneas. Por ultimo, la sefial
de fluorescencia no esta estructurada, es continua, por lo que transmite muy poca
informacion, mientras que el espectro SERS estd muy estructurado, constituyendo
una firma molecular muy precisa, incluso de minimos cambios en la estructura

molecular (Figura 8).
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Figura 8: Diferencias entre los espectros Raman y Fluorescente.
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Todas estas caracteristicas, afiadido a su simplicidad técnica y bajo coste, son las
que justifican la eleccién de esta técnica como metodologia de dos de los objetivos
propuestos, es decir, la deteccion de mutaciones caracteristicas del cancer de colon
(K-RAS) en é&cidos nucleicos circulantes (primer articulo) y la deteccién de
proteinas especificas (segundo articulo) todo ello en el contexto de estrategias

especificamente disefiadas para las biopsias liquidas.

1.6 Efecto Warburg

Otto Warburg (1883-1970), midiendo el consumo de lactato, glucosa y oxigeno de
los tumores, comprobo que, en relacion con las células sanas, las células tumorales
consumian cantidades mayores de glucosa. Y esto ocurria independientemente de
la presencia o no de oxigeno. Al fendmeno se le denomino “glicolisis aerobia” o
fermentacion en condiciones de aerobiosis y, posteriormente, efecto Warburg. Este
investigador pensd que, ya que este fendmeno parecia comudn a todos tipos de
células tumorales, el origen del cancer estaria en una “lesion” de las mitocondrias
(en las que se produce la respiracion celular aerobica; es decir, el ciclo de Krebs y
la fosforilacion oxidativa —OXPHOS-). Posteriormente el fendmeno se describio en
otros tipos celulares no tumorales, pero de rapida proliferacion (fibroblastos en los
procesos de cicatrizacion, por ejemplo). Otro fendmeno especifico y universal de
las células tumorales, fue descubierto por Herbert Grace Crabtree (efecto Crabtree)
y consiste en la disminucién del consumo de oxigeno con el aporte de glucosa en
dichas celulas a diferencia de las normales, en las cuales el fendmeno se invierte.
En definitiva, las células malignas se caracterizan por una reprogramacion genética
0 epigenética de su metabolismo (Ngo et al. 2015, Xu et al. 2015, Danhier et al.
2017, Schwartz et al. 2017).

El efecto Warburg ha sido el fundamento de la tecnologia diagnéstica denominada
PET (Tomografia por Emision de Positrones), técnica radioldgica (Figura 9) que
utiliza un contraste consistente en 2-Fluoro-2-Desoxi-D-Glucosa (FDG) (Boellaard
et al. 2015). Las células tumorales incorporan avidamente y a través de receptores
especificos (GLUT) dicha molécula en contraste con los tejidos normales. Pero pese

a las elevadas tasas de incorporacion de glucosa, la fosforilacion de la misma impide
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gue sea liberada al medio (acumulandose en el interior celular) y, ademas,
interrumpe la glicolisis incrementando aun mas la demanda de glucosa. El radical
2-hidroxilo de la molécula de glucosa es necesario para continuar el proceso de
glucaolisis, por lo que, al igual que ocurre con la 2-desoxi-D-glucosa, la sustitucion
de dicho hidroxilo por hidrégeno en la FDG impide su metabolizacién en las células
y por ello la FDG-6-fosfato formada no entra en la ruta glicolitica hasta el

decaimientos de la radiactividad (transformandose el &tomo de F en H)

Figura 9: Tomografia por Emisidn de Positrones (PET). Imagen PET de un cancer de pulmdn, con
una pequefia adenopatia mediastinica.

Como resultado, la distribucion de 18F-FDG es un buen reflejo de la distribucion
del consumo y fosforilacion de glucosa en las células del cuerpo. En el cuarto
articulo de esta tesis, se plantea la hipétesis del uso de este efecto para la deteccion
de células en el torrente circulatorio. Se disefié experimentalmente un modelo para
optimizar las condiciones de consumo diferencial de glucosa (deoxiglucosa
marcada con un fluor6foro) en las células malignas y se demostr6 su efectividad
mediante citometria de flujo (O’Neil et al. 2005, Millon et al. 2011, Chen, Zhang et
al. 2015).

Por otro lado, se explora la hipotesis de manipular el efecto Warburg mediante el
aumento de oxigeno (hiperoxia) en el microambiente celular para incrementar la

captacion de glucosa por las células malignas, y se demostré dicho fenémeno.
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1.7 Optofluidica

Microfluidica se ha definido, generalmente, como el estudio del flujo de fluidos y
transporte de sustancias en los mismos, en dimensiones entre 100 nm y 100 pm.
Por otra parte, el término “optofluidica” apareciod por primera vez en 1985 en un
articulo de Jones (Jones 1985) en el que revisaba el uso de fibras dpticas como
sensores y sistemas, incluyendo el control neumatico de microvalvulas (Jonathan
2014). Las posibilidades tecnologicas de construir redes de microcanales han hecho
crecer las posibilidades de disefio de dispositivos con uso diagndstico. El concepto
derivado de esta tecnologia es “lab-on-a-chip”, que transmite la idea de
implementar de forma sencilla y portable la complejidad del laboratorio. El
desarrollo de nuevos biomarcadores moleculares en oncologia, incluida la biopsia
liquida, encuentra una barrera critica en los procesos de validacion clinica y
reproductibilidad. Esto se debe esencialmente a que las tecnologias disponibles
hasta ahora requieren, por su complejidad, coste y tamafio, personal especializado,
y esto las hace inaccesibles a la préctica clinica general. Es decir, no estan préximas
al paciente. Es de destacar que, pese a los enormes esfuerzos de investigacion en
ese terreno, solo hay un dispositivo aprobado por la FDA norteamericana (Food and
Drug Administration) para la caracterizacion de células tumorales circulantes
(CellSearch®).

Con la excepcidn de unas cuantas unidades centralizadas, la mayoria de las areas
sanitarias, con recursos generalmente limitados, no cuentan con la infraestructura

necesaria para apoyar tecnologias tan especializadas.

En el segundo articulo de esta tesis doctoral se desarrolla un dispositivo
optofluidico para detectar células tumorales circulantes a partir de una muestra de
sangre. Su efectividad se compara con la citometria de flujo, resultando
equivalentes. En el disefio se utilizan dos marcadores especificos para la deteccion

de dichas células tumorales, en este caso células de cancer de mama.
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implementado aun ninguna tecnologia o estrategia reproducible que aborde el

objeto de estudio (células, ADN o proteinas) teniendo en cuenta sus propiedades o

marcadores genéricos en lugar de dianas especificas. La mayoria de las propuestas

precisan de una definicion previa del objetivo. Por otro lado, las técnicas

disponibles son complejas y centralizadas, lo que al impedir su uso en el punto de

asistencia oncologico (por ejemplo, hospitales de dia) ha blogueado o dificultado la

posibilidad de realizar ensayos de tamario suficiente para la validacion clinica.

24

2.1 Hipotesis de Trabajo

Las células malignas presentan una tasa de consumo de glucosa mas
alto que las células sanas. Esta propiedad deberia proporcionar un
método general y especifico para detectar células malignas en sangre
periférica mediante glucosa marcada.

El metabolismo de las células malignas privilegia las rutas
biosintéticas (glicolisis, sintesis de biomasa) a la produccion de
energia (ATP, fosforilacion oxidativa) a diferencia de las células
sanas. La introduccién de un microambiente hiperéxico deberia
incrementar la diferencia entre el consumo de glucosa entre ambos
tipos de células. La confirmacion de este hecho, incrementaria la
sensibilidad de una biopsia liquida basada en la hip6tesis primera.
La espectroscopia SERS y la tecnologia optofluidica, por sus
caracteristicas de bajo coste, simplicidad de manejo y alta
sensibilidad y especificidad, aplicadas a la deteccion de células
tumorales circulantes (CTCs) y sus productos, representarian una
ventaja frente a los procedimientos convencionales.

Dado que las células mononucleares circulantes (PBMC) no estan
activadas (estan en fase de ciclo celular GO-G1), no presentan
proteinas relacionadas con la activacion. Si en un extracto de PBMC
aparecen dichas proteinas (c-MYC), éstas se correlacionaran con la
presencia de células tumorales circulantes (habitualmente en fase
G2-M). La deteccion de c-MYC seria un marcador de dichas células
(CTCs).
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5. Lapresencia de mutaciones en el ADN modifica de forma especifica
su conformacion espacial en condiciones definidas. La
espectroscopia SERS podria reflejar dichos cambios, siendo
aplicable a la deteccion de mutaciones en el ADN circulante tumoral
(ctDNA)

2.2 Objetivo General

Desarrollar nuevas estrategias tecnoldgicas portables, sensibles y especificas
capaces de detectar y caracterizar células tumorales circulantes (CTCs) y proteinas
especificas derivadas de las mismas, orientadas a caracteristicas universales del
cancer, asi como capaces de detectar acidos nucleicos (ctADN) portadores de

mutaciones especificas de tumor.

2.3 Objetivos Especificos

1. Desarrollar de un método réapido, simple y sin marcajes, que
combinando la técnica SERS con un analisis discriminante de
minimos cuadrados (PLS-DA), permita el analisis de fragmentos
de ADN largos con una sensibilidad de una sola base y demostrarlo
en la deteccion de mutaciones puntuales tipicas de cancer de colon
en el gen K-RAS

2. Detectar la presencia de c-MYC derivado de células tumorales
circulantes mediante la construccion de un receptor capaz de
transducir dicha presencia mediante modificaciones especificas en
un espectro SERS

3. Correlacionar la cuantificacion de la proteina c-MYC derivada del
procedimiento anterior, con la presencia de células tumorales, tanto
de lineas celulares como de muestras de sangre real de pacientes
con cancer, demostrando la posibilidad de detectar dichas células
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mediante un procedimiento de discriminacion genérico o universal
(amplificacion de c-MYC)

Disefar un dispositivo microfluidico de flujo 3D, donde todas las
Opticas estén integradas en el chip, para la cuantificacion de
fluorescencia de CTCs en muestras reales de cancer de mama.
Detectar células tumorales circulantes aprovechando la propiedad
universal de las células malignas denominada efecto Warburg.
Demostrar la posibilidad de manipular el efecto Warburg mediante
la modificacion de la concentracién de oxigeno en el microambiente

tumoral y en la muestra de biopsia liquida.
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3.1.1 Resumen

La determinacion de la existencia de mutaciones puntuales en los oncogenes RAS

(KRAS, NRAS, HRAS) y menos habitualmente BRAF, es una practica habitual en
oncologia clinica, previa a la eleccion de tratamiento en enfermedades como el
cancer colorrectal. De hecho, el tratamiento mismo se basa en el resultado de dicha
determinacion. Las técnicas existentes para dicho andlisis, basadas en PCR o
secuenciacion, requieren una infraestructura compleja, personal especializado vy,
habitualmente, su centralizacion. En este capitulo se presenta el disefio tedrico y
experimental de una nueva técnica basada en la tecnologia SERS (Surface
Enhanced Raman Spectroscopy) y la correspondiente quimiometria necesaria para
la deteccion de mutaciones. El procedimiento de andlisis se basa en la hipotesis de
que las mutaciones puntuales imponen conformaciones espaciales especificas a la
molécula (transcrito) de K-RAS (141 pares de bases). Los resultados obtenidos
muestran que dicha metodologia es capaz de identificar de modo inequivoco la
clasificacion de las diferentes mutaciones que habitualmente aparecen en dichos
genes. Ademas de ser una metodologia precisa, afiade la ventaja, frente a las
tecnologias existentes, de ser sensible, rapida, directa y barata, por lo que se adecua
a las necesidades actuales de validacion analitica y clinica de las biopsias liquidas
de ctDNA.

3.1.2 Introduccidén

3.1.2.1 Los oncogenes RAS

La familia RAS de proto-oncogenes esta formada por tres genes funcionales con
estructura y secuencia similares (H-Ras, N-Ras y K-Ras) (1). En particular, la
proteina de union a GTP codificada por K-Ras se situa en el centro de muchas vias
de transduccién de sefales, controlando mecanismos de crecimiento y
diferenciacion celular (2). Las mutaciones de un solo nucleotido en K-Ras (siendo
los codones 12 y 13 del ex6n 2 los sitios mutados mas frecuentemente, y siendo el

codén 17 del mismo ex6n mutado infrecuentemente pero también relevante
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clinicamente) (3) producen respuestas altamente oncogenicas con mayor incidencia
en el cancer colorrectal, pulmonar y en el cancer de pancreas (4). En el cancer
colorrectal actualmente se aplican tratamientos especificos ajustados al estado
mutacional de K-RAS y N-RAS (5), siendo obligada su determinacion en esta
enfermedad (segun las guias del National Comprehensive Cancer Network) en el
momento del diagndstico. Por lo tanto, la determinacion de las mutaciones
puntuales K-RAS y N-RAS es esencial tanto en el diagnostico, prondstico y
tratamiento del cancer colorrectal (5). En el futuro, con tecnologias mas accesibles
y generalizables, posiblemente tendréd un papel también en la monitorizacion de los

tratamientos, en el seguimiento y en el diagnostico de recidivas.

3.1.2.2 Analisis de mutaciones puntuales mediante SERS (Surface Enhanced
Raman Spectroscopy)

Durante los ultimos afios, la caracterizacion de acidos nucleicos (ANs) mediante la
técnica sin marcaje denominada SERS ha evolucionado rapidamente (6). Sin
embargo, la deteccion de mutaciones puntuales ha estado hasta ahora limitada a
pequefios fragmentos (secuencias menores de 25 nucleétidos, 25 nt) (6). En estos
fragmentos cortos, los cambios introducidos en el espectro SERS de acidos
nucleicos por la sustitucion de una sola base estan principalmente relacionados con
el incremento relativo de intensidad de las caracteristicas vibracionales adscritas a
la nueva base en relacion con las asociadas a la base eliminada (6). Sin embargo,
para grandes fragmentos de ANs esta clase de cambios vibracionales, introducidos
en el espectro SERS por una sola mutacion afectando a una sola base, es
indetectable. Afortunadamente, el espectro SERS de ANs no es la suma meramente

ponderada de las contribuciones individuales de cada subunidad estructural (7).

El hecho de que la composicion de las bases juegue el papel principal en la
definicion del perfil vibratorio el AN, estara indicando, ademas, que las estructuras
secundarias y terciarias que resultan del enlace de hidrégeno, apilamiento de anillos
y plegado de cadena, estarian también confiriendo una segunda capa de
diferenciacion espectral caracteristica. En condiciones no desnaturalizantes,
fragmentos de ADN de cadena sencilla (ssDNA) pueden doblarse en geometrias

conformacionales de tres dimensiones (3D) Unicas, moldeadas por interacciones
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intramoleculares y delineadas por la secuencia de la nucleobase especifica de la

molécula considerada (8).

Llamativamente, incluso las sustituciones de una sola base pueden producir
cambios en la estructura secundaria que pueden llegar a ser detectables mediante
técnicas de monitorizacion de la movilidad diferencial de fragmentos de ADN en
electroforesis en gel no desnaturalizante (9). Precisamente esta caracteristica sento
las bases para el desarrollo de la técnica conocida como polimorfismos de
conformacién de una sola hebra (SSCP), ampliamente utilizado en biologia
molecular como tecnologia de analisis mutacional (9-10). La longitud de la cadena
sencilla (ssSDNA) juega un papel clave en la sensibilidad de la técnica de SSCP para
discriminar el cambio de una sola base, siendo aproximadamente entre 100 a 600-
nt (nucledtidos) el rango de tamafio optimo (10). De hecho, mientras que la
sustitucion de wuna sola base tiene menor probabilidad de perturbar
significativamente el estado de plegamiento general en una cadena (SSDNA)
excesivamente larga, por su parte, los fragmentos demasiado pequefios muestran

una capacidad reducida para formar estructuras estables y reproducibles (11).

3.1.3 Objetivos

En este trabajo, se explota el concepto de SSCP para desarrollar un método rapido,
simple y sin marcajes, que combina la técnica SERS con un anélisis discriminante
de minimos cuadrados (PLS-DA), para discriminar fragmentos de ADN largos con
una sensibilidad de una sola base . Este enfoque de SERS sin marcaje, basado en el
cambio conformacional del ADN inducido por una mutacion puntual en lugar de
en la composicion de base, supera las limitaciones intrinsecas de los métodos
directos de SERS que se habian notificado previamente por lo que se limitaban a
la deteccion de mutaciones puntuales en cadenas muy cortas, limitando de este

modo su utilidad en la préctica bioldgica o clinica real.

Este trabajo se plantea probar el potencial de esta técnica mediante el uso
experimental de fragmentos largos (141-nt) del gen K-Ras (12) conteniendo las
diferentes mutaciones puntuales clinicamente relevantes y, por otro lado apoyar los

resultados experimentales con modelos tedricos (13).
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Figura 10: Espectros SERS obtenidos bajo distintas concentraciones de sal.

Figura 1: Espectros SERS de los fragmentos de sSADN de 141 nt (WT141) a baja y alta concentracion

de sal.

3.1.4 Resultados y discusion

El denominado ssDNA largo consiste en una cadena lineal de nuclettidos de
didametro delgado y alta flexibilidad que, en condiciones fisiol6gicas, normalmente
forma dominios apilados intercalados con otros dominios de configuracion aleatoria
espiral (14). Sin embargo, en una Solucion baja en sal (< 2 mM NaCl), las
repulsiones electrostaticas dominantes entre los fosfatos cargados negativamente de
la columna vertebral de la molécula evitan en gran medida que las nucleobases de
ssSDNA, con secuencia relativamente aleatoria, se aproximen y se emparejen

mediante enlaces de hidrégeno (15).
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Esta reorganizacion estructural se refleja claramente en el espectro de SERS de una
hebra 141-nt (tipo salvaje, WT141) (Figura 10). Este fue obtenido mediante la
adicion de cantidades equimolares de sSADN, bien disuelto en agua Milli-Q o en

PBS 0,1 M, a un coloide constituido por AgNP @ Sp (Figura S1).
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Figura 11: Espectro de extincién de los coloides AgNP, espectro SERS y Potencial.

Figura S1: (Informacion Suplementaria) (A) Espectro de extincién de los coloides AQNP @ Sp
(LSPR centrado a aproximadamente 393 nm). (B) Antecedentes El espectro SERS de AgNP @ Sp
agregado con MgSO-4 solucién acuosa 0,1 M (MgSO-4 actia como un electrolito "pasivo" que
promueve la agregacién de nanoparticulas sin adsorber sobre la superficie metalica) (14)-
informacion suplementaria-La caracteristica intensa en ca. 241 cm-1 se asigna a v (AgCl). (C) ¢
diagrama de distribucién potencial de AgNP @ Sp (el potencial corresponde a 41,0 + 1,5 mV). El
pH coloidal a granel es ~ 6. (D) micrografia TEM representativa de los coloides AGNP @ Sp
preparados evaporando aprox. 100 pl de dispersion coloidal diluida sobre rejillas de cobre
recubiertas con formvar. (E) Histograma de diametros de nanoparticulas (22,5 £ 5,0 nm).

Estos incluyen, entre otros, el desplazamiento hacia el rojo de los modos de
"estiramiento” del carbonilo a aproximadamente 1650 cm™, lo cual es informativo
de la formacién de enlaces de hidrogeno de Watson-Crick, asi como el
desplazamiento al azul de los modos de "respiracién™ en anillo (ring stretching
vibration) a aproximadamente. 680, 730 y 790 cm -! (correspondientes a los
residuos de guanina, adenina y citosina + timina, respectivamente) que estan
asociados con el apilamiento de bases (6). Por lo tanto, cuando se disuelven
fragmentos de ssDNA en la solucién salina AQNP @ Sp (NaCl) <1 mM, dichos

fragmentos se configuran inicialmente en formas alargadas (15), tras lo cual son
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adsorbidos en las nanoesferas cationicas de la solucion, formando una envoltura en

torno a las mismas. Estas actian como agentes de compactacion (17).

AV (kcal mol) x 104

2
Time (ps)

Figura 12 : Plegamiento de la molécula de ADN

Figura 2 Dinamica molecular del proceso de plegamiento de la molécula de ADN sobre la
nanoparticula (WT141) a baja concentracion de sal. Se representa la energia electrostatica frente al
tiempo en tres condiciones geométricas iniciales.

El tamafio relativo de la cadena en relacion con el tamafio de la nanoparticula debe
jugar un papel importante en la determinacion de la conformacion final del ADN
sobre el objeto en 3D. Esto se refleja bien en las simulaciones de dindmica
molecular (MD) de la unién de largos segmentos 141-nt y cortos 20-nt a
nanoparticulas catiénicas de aproximadamente 23 nm de didmetro. La Figura 12
muestra la energia electrostatica de los sistemas de cadena 141-nt / AQNP @ SP a

baja concentracion de sal en funcidn del tiempo.

Se estudiaron un total de seis geometrias de partida, que se diferenciaban por la
posicion de la nanoparticula con respecto al eje de la secuencia de una sola cadena
(desplazamiento 0 - 250 A desde el centro hasta el final). Como puede verse, la
energia electrostatica disminuye rapidamente en el tiempo con un decaimiento
aproximadamente exponencial para todas las geometrias investigadas. Las
configuraciones representativas extraidas de una trayectoria demuestran que la
meseta energética corresponde a estados en los que toda la hebra Unica se envuelve
completamente sobre la superficie de la nanoesfera. Este comportamiento debe ser
comparado con simulaciones equivalentes realizadas con una alta concentracion de
sal (Figura S3),
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Figura 13: Simulacion de la adsorcion del ssDNA de 141 pb

Figura S3: Simulacion dindmica molecular del proceso de adsorcion y envoltura de ssDNA 141-nt
a alta concentracion de sal. La diferencia en la energia electrostatica se representa en funcion del
tiempo para tres geometrias de arranque diferentes. La simulacién correspondiente a un
desplazamiento de 0 A se repitio tres veces (curvas rojizas).

mostrando que, en este caso, se requieren tiempos mucho mas largos para converger
la energia. En un caso (offset = 200 A), el proceso de envoltura no se completd en
el tiempo total de simulacion (10 ps), reflejando en este caso un proceso de
adsorcion sustancialmente menos eficiente. Por el contrario, el proceso de union de
ssDNA de 20-nt a baja concentracion de sal resulto ser sencillo, con las hebras
cortas rapidamente relajandose sobre la superficie inmediatamente después de
establecer interacciones favorables con las cargas positivas superficiales (Figura
S4).

Q

24 S

i,
o N D A Sy T AR e, e 4

AV (kcal mol') x 104
-

Time (ps)
Figura 14: Simulacion de la adsorcion de ssDNA de 20 pb.
Figura S4: Simulacidon de dindmica molecular del proceso de adsorcién y envoltura de sSDNA20-nt
a baja concentracién de sal. Se informan configuraciones representativas para el ndmero de
ejecucion 3.
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Se realiz6 una clasificacion de fragmentos de sSADN con distintas mutaciones
puntuales coincidentes con las descritas en la practica clinica mediante SERS

directo (sin marcajes).
5 v
TGTAAGGTATTTTGAAATAATTTTTCATATAAAGGTGAGTTTGTATTAAAAGGTACTGGTGGAGTATTTGATAG
TGTATTAACCTTATGTGTGACATGTTCTAATATAGTCACATTTTCATTATTTTTATTATAAGGCCTGCTGAAA
ATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTA
ATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAGAGGATTCCTACAGGAAGCAAGTAGTAATTGAT
GGAGAAACCTGTCTCTTGGATATTCTCGACACAGCAGGTCAAGAGGAGTACAGTGCAATGAGGGACCAGT
ACATGAGGACTGGGGAGGGCTTTCTTTGTGTATTTGCCATAAATAATACTAAATCATTTGAAGATATTCACCA
TTATAGAGAACAAATTAAAAGAGTTAAGGACTCTGAAGATGTACCTATGGTCCTAGTAGGAAATAAATGTGAT
TTGCCTTCTAGAACAGTAGACACAAAACAGGCTCAGGACTTAGCAAGAAGTTATGGAATTCCTTTTATTGAA
ACATCAGCAAAGACAAGACAGGGTGTTGATGATGCCTTCTATACATTAGTTCGAGAAATTCGAAAACATAAA
GAAAAGATGAGCAAAGATGGTAAAAAGAAGAAAAAGAAGTCAAAGACAAAGTGTGTAATTATGTAA

L uonuj

Z uoxg

Figura 15: Secuencia de RAS.

Figura S5: Secuencia de RAS. En el azul, el fragmento 141-nt portador de los puntos de
mutacion en los codones 12, 13 y 17 (G12, G13 y S17, respectivamente) que se investigd por
SERS.

El procedimiento se realizo en fragmentos de 141-nt ssDNA , correspondientes al
tamafo del transcrito, que se extiende desde el final de intron 1 a exdn 2 del

cromosoma 12 (Figura S5).

Todas las secuencias de 141 nt se disefiaron considerando los sitios de
reconocimiento para diferentes enzimas endonucleasas de restriccion, tales como
CviAll y Hpy16611. Los puntos de mutacién se seleccionaron de acuerdo con las
guias clinicas (18). La primera muestra (WT141) corresponde a la secuencia de tipo
salvaje mientras que los cuatro restantes (MTx141, donde x = 1 a 4) contienen de

una a tres mutaciones diseminadas en los codones 12, 13y 17 (Tabla S1).

Por otra parte, se analizaron de la misma forma dos conjuntos de fragmentos de
ADNss homélogos mas cortos (20-nt y 35-nt), incluyendo la region del codén 12-
17 (Tabla S1 y Tabla S2) para evaluar el impacto de la longitud de la hebra sobre

la capacidad de discriminar sustituciones de bases.
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Tabla 4: Secuencias de bases de ADN de una sola cadena de 20 y 141 nt (Tabla S1)

ssDNA Base sequence (5°-3")

WT2 T GGT GGC GTAGGC AAG AGT G

MT1z T GAT GGC GTA GGC AAG AGT G

MT220 T GAT GAC GTA GGC AAG AGT G

MT32 T GAT GGC GTA GGC AAG AAT G

MT45 T GAT GAC GTA GGC AAG AAT G

WTia rrrrrrT GGT GGC GTA GGC AAG AGT G111
MT 114 rrrrrrT GAT GGC GTA GGC AAG AGT G999
MT2141 rrrrr T GAT GAC GTA GGC AAG AGT G199111
MT3141 rrrrrrT GAT GGC GTA GGC AAG AAT G117711
MT4141 rrrrr T GAT GAC GTA GGC AAG AAT G11797 7
MT5141 rrrrrr T TGT GGC GTA GGC AAG AGT G411111
MT6141 rerrrr T CGT GGC GTA GGC AAG AGT Gq17777

86 nt Cl12 C13 C17 35nt
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Tabla 5: Secuencias de bases de ADN de cadena Unica de 35 nt (Tabla S2)

ssDNA  Base sequence (5°-3°)

WT3s CT GGT GGC GTA GGC AAG AGT GCC TTG ACG ATA CAG

MT13s CT GAT GGC GTA GGC AAG AGT GCC TTG ACG ATA CAG

MT 235 CT GTT GGC GTA GGC AAG AGT GCC TTG ACG ATA CAG

MT 335 CT GGT GAC GTA GGC AAG AGT GCC TTG ACG ATA CAG

MT43s5 CT AGT GGC GTA GGC AAG AGT GCC TTG ACG ATA CAG

MT53s5 CTTGT GGC GTA GGC AAG AGT GCC TTG ACG ATA CAG

MT 635 CT CGT GGC GTA GGC AAG AGT GCC TTG ACG ATA CAG

MT 735 CT GCT GGC GTA GGC AAG AGT GCC TTG ACG ATA CAG

MT83s CT GGT GGC GTA GGC AAG AAT GCC TTG ACG ATA CAG

En particular, la interaccion electrostatica eficiente entre el esqueleto de fosfato
cargado negativamente del ADN y los ligandos de espermina, unidos a la superficie
metalica, permite la rapida agregacion de nanoparticulas en agrupaciones estables
y altamente SERS-activas en suspension, dando lugar a espectros SERS intensos,
bien definidos y reproducibles, independientemente de la longitud de la cadena (6,
16).

La Figura 16 muestra los espectros de SERS resultantes de muestras de sSSDNA de
20-nt. Los espectros fueron corregidos en la linea base y normalizados a la banda
de extension de fosfato a aproximadamente 1089 cm™, que es en gran parte

insensible al apilamiento de la base o a la temperatura (19).
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Figura 16: Resultados promedio de 54 espectros.

Figura S6: SERS de WT20 y los espectros de SERS MT120-WT20, MT220-WT20, MT320-WT20
y MT420-WT20 restablecidos digitalmente. Antes de la resta, todos los espectros se normalizaron a
la banda vPO2- a aprox. 1089 cm -1. Los espectros ilustrados se obtienen promediando 54 espectros
de 18 réplicas independientes por muestra (3 mediciones por cada réplica). La concentracion de
ADN se mantuvo constante a 2 pug por 100 pl de coloides. La figura incluye una asignacidn tentativa
vibratoria de las principales bandas SERS de WT20 en AgNP @ Sp coloides sobre la base de
nuestros trabajos anteriores (1, 16) y los datos presentados en la literatura (17).

Las firmas (patrones) SERS de estos fragmentos cortos presentan diferencias
evidentes, que estdn dominadas en su mayor parte por alteraciones de las
intensidades relativas atribuibles a la composicion de base heterogénea. La
comparacion directa de los datos SERS a través de la espectroscopia SERS de
diferencia (Figura S6) ayuda a visualizar estos cambios, generando espectros de
diferencia SERS que contienen caracteristicas positivas y negativas,

respectivamente asociadas con las nucleobases introducidas y reemplazadas.

La identificacion de la sensibilidad de una sola base se logra tal como se ha descrito
previamente en la literatura (6). Sin embargo, la capacidad de discriminacion del

38 Eduardo Garcia-Rico



3. Estudio |

SERS directo se evidencia claramente cuando se realiza un analisis discriminante
de minimos cuadrados (PLS-DA), meétodo de clasificacion bien establecido y
estadisticamente robusto, sobre los conjuntos de datos generados por SERS, a partir
de las muestras de ssDNA de 20 nt. De hecho, las predicciones de clase calculadas
por el modelo supervisado por PLS-DA y que abarcan 54 espectros por muestra
(Figura S7) muestran que no solo los grupos de muestras de ssDNA de 20-nt con
diferente composicion base (WT20, MT120, MT220 y MT420) se pueden
distinguir con sensibilidad y especificidad del 100%, pero también para fragmentos
que difieren solo en la secuencia de bases (MT320 y MT420). En este ultimo caso,
las diferencias espectrales son mas sutiles que para muestras con diferente
composicion base; sin embargo, PLS-DA asigna las muestras en dos clases
estadisticamente cerradas pero aun diferenciables. Esto es consistente con los
estudios Raman normales que mostraron como la secuencia de la base
potencialmente puede afiadir una capa adicional de diferenciacion espectral entre
las firmas Raman de ADN con idéntica composicion de base, pero diferente

estructura primaria (7).

—WTy (A)

- 3-C+T, ring. str.

+ T T i T T T
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Raman Shift (cm-1)

— WTis

— MT144
— MT2yy,
— MT3441
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600 800 1000 1200 1400 1600
Raman Shift (cm-1)

Figura 17: Espectros SERS a 25°C.

Figura 3: Espectro SERS de fragmentos de A) 20 nt y B) 141 nt de ssSADN. Se trata del promedio
de 54 espectros de 18 réplicas por muestra (tres medidas por réplica). Ambas soluciones a 25 grados
C.
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Figura 18: PLS-DA. Cada espectro es un punto.

Figura S7: PLS-DA gréfico de las variables latentes (LV) de los primeros tres LV obtenidos a partir de SERS
datos  espectrales de 20 nt ssSDNA muestras (54 repeticiones por muestra). Cada espectro esta representado
por un punto de datos.

La extension del ssDNA de 20-nt a 35-nt produjo resultados muy diferentes. La
desaparicion del polimorfismo de una sola base sobre dicha longitud de cadena
suprime la capacidad del método SERS directo para detectar la sustitucion de la
base, independientemente del tipo y posicion de la mutacién (Figura S8). Por
consiguiente, el modelo PLS-DA ya no clasifica las muestras en clases
estadisticamente diferentes (Figura S8B). Llamativamente, cuando las mutaciones
puntuales se incluyen en fragmentos de 141 nt, el espectro SERS revela de forma
consistente perfiles vibratorios bien distinguibles (Figura S9), proporcionando

potencia discriminatoria total y con sensibilidad de base Unica (Figura S7 y S8).
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Figura 19: Variables latentes.

Figura S8: Se representan las tres primeras variables latentes (LV). Cada espectro es denotado por
un punto en una elipse que representa el 95% de confianza.
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Surge una banda de mediana intensidad a aproximadamente 644 cm™, que se ha
atribuido al estirado de anillo A + G debilmente acoplado con vibraciones de
desoxirribosa (19). Esta banda es tipica de una conformacion C3'-endo / anti-
nucledsido, un marcador espectral asociado a una forma A del ADN, (8). Esta, sin
embargo, todavia coexiste con la intensa banda de "respiracién” (breathing-ring) de
anillo G a aproximadamente ~ 684 cm 1, caracteristica de la conformacion C2'-
endo / anti de la columna vertebral de la forma B (10, 22). Este dato muestra la
existencia de una transicion desde la geometria de la columna vertebral
regularmente ordenada de tipo B, tal como se revela en el sSDNA corto de 20-nt y
35-nt (Figura 3 y Figura S8A), a un conjunto mas amplio de diferentes
conformaciones para 141-nt fragmentos. Un cambio similar en la conformacion del
ADN se pudo objetivar en los estudios Raman de empaquetamiento viral del
bacteriéfago ®X174 a partir de su genoma de cadena sencilla en solucion libre de
proteinas (19). Del mismo modo, podemos sugerir que las restricciones geométricas
impuestas por la interaccion con nanoparticulas cationicas pueden reducir el grado
de orden de la estructura secundaria en el ADNSs largo. Por otra parte, de manera
diferente a lo observado para las hebras cortas, los cambios espectrales en el analisis
SERS de los fragmentos de sSADN de 141-nt ssSDNA no se muestran Unicamente
como alteraciones en las intensidades relativas de bandas, sino también como
importantes variaciones de pico, anillos de estiramiento C + T a aproximadamente
1180 cm™ y otras variaciones asociadas a carboxilo (aproximadamente centrado
en 1640 cm™).

También se realiz6 un analisis PLS-DA en estos espectros que condujeron a la

clasificacion de los cinco diferentes fragmentos.

Para definir el impacto de la sustitucion de una sola base en los fragmentos sSADN
largos (141 nt) se procedio al analisis directo mediante SERS de distintas variantes
en el coddn 12 (especificamente GaA, GaT y GaC, Figura S10). Del mismo modo,
se utilizd el analisis PLS-DA para establecer diferencias estadisticamente
significativas entre los espectros SERS. Para dichas secuencias con una sola base
de sustitucion, los resultados mostraron un 100% de sensibilidad y especificidad
(Figura S11). El resultado del analisis vibratorio es consistente con la imagen
proporcionada por las simulaciones MD. En esta, los filamentos cortos se extienden
sobre la nanoparticula de una manera lineal, percibiendo la superficie metélica

como casi plana. Bajo este escenario, las diferencias conformacionales entre las
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hebras se minimizan y la discriminacion entre sus perfiles SERS correspondientes
se basa en gran medida en las contribuciones ponderadas de las nucleobases
individuales. De manera diferente, cuando la longitud del ssDNA se agranda hasta
el punto en el que se fuerza al fragmento a doblarse alrededor del nanobjeto, en ese
punto se pierde la homogeneidad geométrica de la hebra, lo cual se refleja en los

cambios en los espectros SERS dichos fragmentos.

Como control, se realiz6 un analisis de polimorfismo de conformacion de una sola
hebra (SSCP) con los fragmentos de 141 nt (Figura S12).

A B
WT MT1 MT2 MT3 MT4 WT MT1 MT2 MT3 MT4

C D
WT MT1 MT2 MT3 MT4 WT MT1 MT2 MT3 MT4

P - e e e we

Figura 20: Electroforesis SSCP.

Figura S12: Andlisis de fragmentos 141 nt ssSDNA WT141, MT1141, MT2141, MT3141,y MT4141
en diferentes condiciones experimentales. (A) 60 ng / ul de ADN tratado térmicamente, 3 horas a
150 V; (B) 40 ng / ul de ADN tratado térmicamente, 3 horas a 150 V; (C) 20 ng / pl de ADN tratado
térmicamente, 3 horas a 150 V; y (D) 20 ng / ul de ADN no tratado térmicamente, 10 minutos a 34
V'y las siguientes 6 horas a 62 V.

La electroforesis SSCP de las cadenas de ADN es extremadamente sensible a un
gran conjunto de parametros experimentales que se optimizan rutinariamente de
una manera empirica (9-10). En consecuencia, se llevaron a cabo varias medidas de
SSCP en diferentes condiciones, lo que permitio finalmente resolver dobles y triples

puntos de mutacion, pero no sustituciones de una sola base (Figura 11D).

Aunque no se puede descartar que un proceso de optimizacion mas extendido

permitiria la identificacion de wun conjunto especifico de condiciones
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experimentales mas adecuadas para la discriminacion exitosa de SSCP de todas las
secuencias investigadas, los resultados que aqui se presentan demuestran
claramente que la eficacia del método propuesto (SERS) para diferenciar las
mutaciones puntuales es mucho mas simple y reproducible. Para definir esta Gltima,
se analizo la posible dependencia de la sensibilidad discriminativa del método
SERS de variables experimentales clave. Especificamente, y dado que el agente
de compactacion (nanoparticulas) y la fuerza ionica son parametros fijos en los
experimentos SERS descritos, se selecciond la temperatura (T), como la variable
experimental ya que T es bien conocido por afectar a la estructura ordenada de largo
sSDNA (21). Los espectros de SERS ilustrados en la Figura 3B y estadisticamente
clasificados en la Figura 19 se obtuvieron mezclando partes alicuotas de soluciones
de ssDNA vy coloides a 25° C. Por otra parte, cuando las soluciones de sSDNA
fueron previamente tratadas térmicamente a 60° C durante 15 minutos y luego
directamente afiadidas a los coloides cationicos (mantenidos a 25° C), se observo
una disminucion general de la eficacia de la discriminacion (22). En consecuencia,
la sensibilidad se recupera en gran medida cuando los fragmentos tratados
térmicamente se mezclan con coloides a 4° C. De hecho, es esperable que las bajas
temperaturas favorezcan la compactacion eficiente del fragmento de ADN (21)
sobre la superficie metalica. En cualquier caso, vale la pena destacar que los perfiles
espectrales SERS no sufrieron alteraciones importantes sobre tales cambios de
temperatura grandes (Figura S13). Esto indica que la interaccion electrostatica de
la cadena flexible ssSDNA con nanoparticulas cationicas sigue siendo la principal
fuerza motriz que conduce a la estructura final de mayor orden, por lo tanto
proporcionando al método SERS una alta robustez frente a la variabilidad intrinseca

de condiciones de prueba normales.

3.1.5 Conclusiones

En este trabajo se ha desarrollado una nueva estrategia basada en la técnica SERS
sin marcaje para la deteccion de mutaciones puntuales en grandes fragmentos de
ADN. Esta metodologia recoge el concepto en el que también se basa la técnica de

polimorfismo de conformacion de una sola hebra (SSCP), explotando los grandes
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cambios conformacionales que las sustituciones de una sola y mdultiples bases

imponen a las cadenas largas de una sola cadena.

El potencial de esta técnica sensible, rapida, directa y barata para el diagndstico se

demostro en la clasificacion inequivoca de mutaciones clinicamente relevantes en
el oncogén K-RAS. Es preciso validar, tanto experimental como clinicamente en
ensayos prospectivos, su aplicacion clinica como biopsia liquida. En la actualidad
aun no hay ninguna tecnologia validada.

3.1.6 Informacion suplementaria

3.1.6.1 Materiales

Todos los materiales se han seleccionado de la mas alta pureza disponible y
obtenida de Sigma Aldrich (St. Louis, Estados Unidos). Se compraron
oligonuclettidos de ssDNA 20-nt y 35-nt purificados por HPLC de Eurofins
Genomics (Esbjerg, Dinamarca). EI ADN de 141 nt purificado por HPLC se
adquirio de ATDBIo (Southampton, RU). Se prepararon disoluciones madre de 200
uM de cada fragmento de ssDNA disolviéndolas en agua Mili-Q (18,2 MQ.cm a 25

° C) y se almacenaron a -20 ° C.

3.1.6.2 Preparacion de Nanoparticulas de Plata Cargadas Positivamente (AgNP

@ Sp)

Se sintetizaron nanoparticulas de plata revestida con espermina (AgNP @ Sp)
segun descripciones previas (1). 20 uL de una solucion de AgNO3 0,5 M y 7 ul de
una solucion de tetrahidrocloruro de espermina 0,1 M se afiadieron progresivamente
a 10 ml de agua Milli-Q. A continuacion, se anadieron rapidamente 250 ul de una
solucion 0,01 M de NaBH4 recién preparada bajo agitacion vigorosa a la mezcla.
El medio de reaccion viro rapidamente a amarillo profundo, indicando la formacion

de nanoparticulas de plata. La mezcla se agito suavemente durante otros 5 minutos
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antes de almacenarse durante la noche en la oscuridad. El sedimento visible en la
parte inferior del vial fue eliminado de la muestra. Los coloides AQNP @ Sp asi
preparados proporcionan normalmente una respuesta plasmonica con una excelente
reproducibilidad de lote a lote (s6lo pueden requerirse ajustes menores de la
concentracion total de nanoparticulas). Es importante destacar que los viales de
vidrio utilizados para la reaccién y el almacenamiento de las particulas se
recubrieron previamente con polietilenimina (PEI, promedio de Mw
aproximadamente 25.000), mediante inmersion en una solucién acuosa de PEI al
0,4% v / v (durante la noche), seguido de lavados con agua fresca Mili-Q y secado
con N2. El PEI infiere una carga positiva a las superficies de vidrio que impide la
deposicion de las nanoparticulas de plata catidnicas. La concentracion final de
nanoparticulas (aproximadamente 1,0 nM) se calcul6 de acuerdo con la ley de
Lambert-Beer usando un coeficiente de extincion de 54,8 x 108 M-1 cm-1 obtenido
de la bibliografia (2).

3.1.6.3 Mediciones SERS

Las muestras de SERS se prepararon mezclando 150 ul de AgNP @ Sp 1,0 nM
con diferentes alicuotas de sSDNA a concentraciones fijas (0,31, 0,54 y 4,37 mg /
ml respectivamente para 20, 35 y 141 m), hasta una concentracion final de sSDNA
de 0,02 mg / ml para todas las secuencias. Las soluciones acuosas de secuencias de
141 nt se calentaron a 60 ° C durante 15 minutos antes de su adicion a los coloides.
Mediante este suave tratamiento, se facilita la extension de la cadena y el ADNss
tiende a una conformacion mas lineal, tal como se describid previamente (3). En el
caso de muestras preparadas utilizando AgNP @ Sp frio, los coloides se
mantuvieron durante 1 h en el frigorifico (4 grados C) antes de la adicion de
secuencias de 141 nt(4). Todas las muestras se dejaron equilibrar al menos 3 horas
antes de efectuarse las mediciones SERS (5) las bandas SERS muestran algun
grado de fluctuaciones en términos de intensidades relativas en torno a los primeros
60 min tras la adicion de ADN a los coloides) Se realizaron 18 réplicas y se midio
tres veces cada una(es decir, se adquirieron 54 espectros por muestra de sSSDNA).
Se ensayaron multiples lotes de nanoparticulas, obteniéndose resultados

consistentes y reproducibles.
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3.1.6.4 Analisis SSCP

La técnica denominada "polimorfismo de conformacion de una sola hebra" (SSCP)
se aplicd, como control, a la deteccién de los polimorfismos genéticos en las
secuencias 141-nt mutantes de ADN (MT1 - MT4). Las condiciones para la
electroforesis SSCP deben determinarse experimentalmente (ad hoc) en
condiciones rigurosamente controladas ya que muchos factores pueden influir en
su sensibilidad y su optimizacion es altamente empirica (6). Se prepar6 un gel al
8% de acrilamida / bis (formato de gel de 8,6 x 6,7 x 0,1 cm) segun publicaciones
previas (7). Brevemente, se mezclaron 2,6 ml de solucion de acrilamida al 40% /
bis (37,5: 1), 1,3 ml de TBE 10x, 0,91 ml de glicerol al 100%, 8 ml de agua Milli-
Q, 130 pl de persulfato de amonio al 10% y 13 uL de TEMED EI gel se dejo
polimerizar durante aproximadamente 3 horas. En el caso de los tres primeros
conjuntos de medidas (Figura S11A-C), el ADN se desnaturalizd previamente a
95°C durante 7 minutos y luego se puso en hielo durante unos 5 minutos. Para el
ultimo experimento (Figura S11D), el ADN no fue tratado térmicamente. A
continuacion, se mezclaron 5 pl de ADN mutante (60, 40 y 20 ng / pl) con 10 pl de
una solucion que contenia formamida al 95% y EDTA 20 mM (pH = 8). Se repitio
el mismo protocolo para el ADN de tipo salvaje y se sometio a electroforesis con 1
x TBE a 4°C durante 3 y 6 horas, a 150 y 62 V, respectivamente. Una vez
completada la ejecucion, el gel se tifio con SyBr Gold (Molecular Probes - dilucién
1: 10,000) en solucion tampon TBE 1X durante aproximadamente 20 minutos. La
visualizacion y las fotografias de los resultados de tincion se tomaron colocando el

gel dentro del transiluminador UV.

3.1.6.5 Instrumentacion

Para las mediciones SERS se utilizé un microscopio confocal Renishaw InVia
Reflex equipado con un laser de 532 nm. El laser se centré en la muestra coloidal
en suspension utilizando una lente macro (longitud focal de 30 mm, potencia del

laser en la muestra de 6,9 mW). Todos los espectros de SERS mostrados en las
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figuras se obtuvieron promediando las respuestas de SERS de 3 réplicas diferentes
por cada muestra (20 acumulaciones, tiempo de exposicion de 10 s). Los espectros
UV-vis se registraron utilizando un espectrofotometro UV-visible Thermo
Scientific Evolution 201. Las imagenes TEM se adquirieron con un microscopio
electrénico de transmision JEOL JEM-1011. Las muestras TEM (microscopia de
transmision) se prepararon por secado de 100 ul de suspension de coloides sobre
redes de cobre de 200 mallas recubiertas con carbon Formvar. Las mediciones del
potencial { (estabilidad de la dispersion coloidal) se realizaron con un Nano
Zetasizer Malvern. Las imagenes digitales del gel de electroforesis se tomaron con

una cdmara Chemi XL1.4 (Syngene, Cambridge, UK).

3.1.6.6 Métodos computacionales

La regresion de minimos cuadrados parciales es un procedimiento que se utiliza
para encontrar las relaciones fundamentales entre dos matrices (X e Y), es decir, un
enfoque de variable latente para modelar la estructura de covarianza en estos dos
espacios. Un modelo de PLS trata de encontrar el sentido multidimensional en el
espacio de X que explica la direccion de la méxima varianza multidimensional en
el espacio Y. EI Analisis de Componentes Principales (PCA) y el Andlisis de
Minimos Cuadrados Parciales (PLS-DA) fueron llevados a cabo mediante el PLS
Toolbox (Eigenvector Research, Inc., Wenatchee, WA) para MATLAB
(Mathworks, Inc., Natick MA). Ambos PCA y PLS-DA, fueron precedidos por un
paso de preprocesamiento que incluyd Smoothing (SavGol, Filter Width 7),
substraccion de la linea de base (ordenadores cuadrados ponderados automaticos,
orden 3), normalizacién (media MSC) y centrado medio. Todos los espectros se

analizaron en el intervalo de 400-1700 cm L.

3.1.6.7 Analisis de los datos

El analisis multivalente de los datos espectrales SERS para todas las secuencias de
sSDNA se realizd por primera vez por PCA, técnica de clasificacion no supervisada.

PCA permite reducir el nimero de variables en un niamero menor de caracteristicas
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clave no correlacionadas conocidas como Componentes Principales (PCs) (8). Estas
PCs representan la mayor diferencia de todo el conjunto de datos y por lo tanto el
primer PC implica la mayor varianza de los datos, el segundo implica la varianza
maxima restante y progresivamente. La maxima diferencia entre las clases de datos
se obtuvo mediante la rotacién de los componentes PCA. A continuacion, se utilizo
PLS-DA para mejorar aun mas las diferencias entre las clases ssSDNA. Esta
herramienta de clasificacion supervisada se basa en el método de regresion PLS,
donde los conjuntos de variables observadas se modelan mediante variables latentes
(LV). Como el PCA, implica una reduccion dimensional de las variables, aunque
en este caso existe un conocimiento previo de los datos. Todos los modelos de PLS-
DA fueron validados por el método de Venetian Blinds (w / 10 divisiones y 1
muestra por division) (9), generalmente utilizado si hay un gran numero de objetos
aleatoriamente distribuidos. La calidad y la robustez de los modelos PLS-DA se
evaluaron mediante valores R2 (el coeficiente de determinacién R 2 se define como
una proporcion "explicada” de la varianza "total” de la variable dependiente) que
oscilaron entre 0.7-0.9 en PLS-DA, asi como PCA (valores cercanos a 1 que indica
un buen grado de ajuste). La sensibilidad y la especificidad de los espectros de
SERS clasificados se midieron como sigue;

e Sensibilidad = N muestras asignadas a una clase / muestras verdaderas
pertenecientes a la clase.
e Especificidad = N muestras no clasificadas como pertenecientes a la clase /

N muestras que verdaderamente no pertenecen a la clase.

3.1.6.8 Simulaciones de dindmica molecular

El propésito de las simulaciones de dinamica molecular (MD) fue investigar la
adsorcion de ADN monocatenario en una nanoparticula cargada positivamente. El
campo de fuerza SIRAH se utiliz6 para modelar una secuencia de ssDNA
completamente flexible a través de una representacién de grano grueso (CG) y
electrostatica (10). Se model6 una nanoparticula hueca de aproximadamente 20 nm
de diametro, ordendndose uniformemente los sitios de interaccion ligeramente

repulsivos en la superficie de la esfera (capa interna, € = 0,2 kcal mol-1,r0/2 =3
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A), mientras que las moléculas de espermina adsorbidas se aproximaron a través de
una distribucion movil de perlas positivamente cargadas (capa externa, € = 0,2 kcal
mol?, r0/2=2,5A). La densidad de carga superficial se escogid de tal manera que
se ajustara a un potencial { de +40 mV a una concentracion de sal monovalente de
0,15 M ya una temperatura de 298 K (1 grupo cargado por 4,52 nm?). La masa
asignada a las perlas de nanoparticulas fue de 323,6040 para particulas no cargadas,
imitando una cartografia CG de tres a una (es decir, tres veces la masa de un &tomo
de plata) y 50,5875 para particulas cargadas (es decir, una cuarta parte de la masa
de una molécula de espermina). Para asegurar que se conservara una forma esférica
durante las simulaciones, la capa interna de la nanoparticula se mantuvo fija,

mientras que a la capa externa se permitio una flexibilidad radial completa.

Esta configuracion de doble capa facilito la adecuada valoracion de los cambios
dindmicos en la distribucién de la carga local, los cuales son esenciales para
comprender correctamente las interacciones electrostaticas entre nanoparticulas
cationicas y grupos de fosfato del ADN. Este marco experimental es similar al

descrito por otros autores.

Para las simulaciones dindmicas se utilizé el programa Amberl4 (12). Para la
descripcion del solvente (13) se empleé modelo de Born-generalizado, y las
concentraciones de sal se valoraron mediante el procedimiento de Debye-Huckel.
La dindmica de Langevin se realizé a la temperatura de 298 K, utilizando un
coeficiente de friccion de 50 ps-1, que imita la frecuencia de colision de agua. Las

ecuaciones de los movimientos se integraron cada 20 fs (11,12).

Se comenzd con un modelo de la secuencia de sSDNA de 141 nt, inicialmente en
una conformacion helicoidal y a una distancia de 50 A de la superficie de una
nanoparticula situada en el centro de la secuencia (sistema WT141 / AQNP @ SP,
offset = 0 A). Entonces, se construyeron cinco configuraciones alternativas del
mismo sistema, desplazando el centro de la nanoparticula a lo largo del eje SSDNA
con un tamafio de paso de 50 A, dando lugar a desplazamientos que van desde 50 a
250 A. Todas las seis geometrias de partida se simularon con baja concentracion de
sal, mientras que solo las configuraciones correspondientes a un desplazamiento de
0 (tres simulaciones independientes replicadas), 100 y 200 A se simularon con alta
concentracion de sal. Todas las simulaciones se continuaron hasta que el ssSDNA

envolvié de forma completa la nanoparticula y en un tiempo de simulacion total de
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10 ps. El proceso de adsorcion de ssDNA corto (sistema 20-nts / AgNP @ SP) se
estudio, en cambio, colocando 18 fragmentos a una distancia comprendida entre 50
y 200 A de la nanoparticula en orientaciones y posiciones aleatorias (Figuras 2 y
S2-S3).

3.1.6.9 Reproductibilidad de los espectros SERS

La reproducibilidad espectral es un factor clave para determinar la aplicacion
exitosa de SERS (sin marcajes) en el analisis de ADN. Se sabe que los coloides
agregados de nanoparticulas producen grupos con una actividad SERS alta, pero
con un control limitado sobre su geometria final, tamafio y distribucion. Si bien esta
falta de control sobre las caracteristicas geométricas del conjunto de agregados
afecta a la intensidad absoluta SERS, el impacto sobre el perfil espectral final puede
minimizarse mediante la utilizacién de promedios (15). Este es el caso del presente
estudio, donde los espectros de SERS son adquiridos interrogando suspensiones
coloidales con una lente de distancia de trabajo larga, adoptando una disposicién
experimental donde un gran nimero de racimos mediados por ADN, bajo
movimiento continuo browniano dentro del volumen de dispersidn del objetivo, son
examinados simultaneamente por el laser. Una segunda caracteristica clave que
contribuye a la alta reproducibilidad espectral se basa en el hecho de que el ADN
actla como un agente de agregacion de nanoparticulas individuales, asi como un
agente estabilizador muy eficaz de los clUsteres asi formados. De hecho, como se
muestra en los espectros de extincidn correspondientes, al alcanzar el equilibrio de
agregacion, los coloides agrupados muestran una estabilidad impresionante durante
un largo tiempo con cambios espectrales minimos. Esto es particularmente

importante, ya que permite medir la muestra en el equilibrio.
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Figura 21: Promedio de espectros SERS de los fragmentos de ADN WT y MUT.

Figura S6: SERS de WT20 y los espectros de SERS MT120-WT20, MT220-WT20, MT320-WT20
y MT420-WT20 restablecidos digitalmente. Antes de la resta, todos los espectros se hormalizaron a
la banda vPO2- a aprox. 1089 cm-1. Los espectros ilustrados se obtienen promediando 54 espectros
de 18 réplicas independientes por muestra (3 mediciones por cada réplica). La concentracion de
ADN se mantuvo constante a 2 pg por 100 pl de coloides. La figura incluye una asignacion tentativa
vibratoria de las principales bandas SERS de WT20 en AgNP @ Sp coloides sobre la base de
nuestros trabajos anteriores (1,16) y los datos presentados en la literatura (17).
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Figura 22: Prediccion de la pertenencia de espectros a una clase especifica.

FiguraS8: (A) espectros de SERS de ssSDNA de 35-mer. Todos los espectros se  normalizaron a la
banda vPO2- a aprox. 1089 cm™. Los espectros ilustrados se obtienen haciendo un promedio de 15
espectros DNA. La concentracion se mantuvo constante a 2 i g por 100 p 1 de coloides. (B) Analisis
de datos espectrales por PLS-DA y predicha. Cada grafico predice si una muestra (15 espectros
SERS) pertenece o no a la clase especificada. La linea roja horizontal corresponde al nivel de umbral
de prediccion de clase calculado.
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Figura 23: SERS de fragmentos de 141 pb, WT y MUT.

FiguraS9: SERS de ssDNA 141 nt (WT, MT1-4). Las mediciones se realizaron mediante la
adicion de una alicuota de la solucién de ssDNA a los coloides a 25°C. La concentracion de ADN
se mantuvo constante a 2 pug por 100 pl de coloides.
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Figura 24: Espectros SERS de fragmentos de 141pb mut y wt.

Figura S10: espectros SERS de ssDNA 141-nt (WT, MT1, MT5 y MT®6). Las mediciones se
realizaron mediante la adicion de una alicuota de la solucion de ssDNA a los coloides a 25°C. La
concentracion de ADN se mantuvo constante a 2 pug por 100 pl de coloides. Las mutaciones
puntuales en el coddén 12 se destacan en rojo.
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Figura 25: Anélisis PLS-DA a partir de los datos espectrales de MUT en fragmentos de 141 pb.

Figura S11: PLS-DA gréfico de las puntuaciones de la variable latente (LV) obtenido a partir de
datos espectrales SERS de secuencias WT141 y 141-nt que contienen una Unica mutacion en el
codon 12: MT1141 (G — A), MT5141 (G — T) y MT6141 (G — DO). Los graficos de puntuacion
se representan por las tres primeras variables latentes (LV) y cada espectro se denotan por un punto
de datos dentro de elipses de confianza del 95%, su posicidn es caracteristica para cada caracteristica
del espectro. Los espectros SERS analizados se adquirieron a partir de muestras preparadas

mezclando una alicuota de solucion de ssDNA a coloides a 25°C. Se obtuvieron 54 reproducciones
por muestra en total.
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Figura 26: Espectros SERS de fragmentos de 141 pb en distintas condiciones.

Figura S13: Espectro SERS de 141-nt ssSDNA. Todos los espectros se normalizaron a la banda vPO2-
a aprox. 1089 cm'™. El anélisis de SERS se realizd en diferentes condiciones experimentales: (a) no
se afiadid solucién de ssDNA tratado térmicamente a coloides a temperatura ambiente, (b) se afiadio
solucién de ssDNA a 60°C a coloides a temperatura ambiente, y (c) se afiadié solucion de ssSDNA a
60°C A coloides a 4°C. Los espectros ilustrados se obtienen promediando 54 espectros de 18 réplicas
independientes por muestra (3 mediciones por cada réplica). La concentracion de ADN se mantuvo
constante a 2 pg por 100 pl de coloides.
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Biopsia Liquida

4.1.1 Resumen

Los biomarcadores de cancer basados en el estudio de sangre periférica, ya sean
proteinas, acidos nucleicos o las propias células tumorales (biopsia liquida), ofrecen
herramientas extremadamente valiosas para el diagndstico no invasivo y la
monitorizacién de tumores. La proteina c-MYC, un factor de transcripcién que ha
mostrado estar desregulado en mas del 70% de los canceres humanos, puede ser un
buen candidato para ser utilizado como una solida firma protedmica para el cancer.
En primer lugar, por su universalidad y en segundo lugar por ser, su expresion
alterada, independiente de las modificaciones fenotipicas de las células tumorales.
Por otro lado, podria comportarse como un objetivo subrogado de la propia
presencia de células tumorales en sangre periférica, cuando estas son muy escasas.
En este sentido, este trabajo se plantea una nueva estrategia para la deteccion
indirecta de células tumorales mediante una tecnologia rapida, altamente especifica
y sensible basada en un ensayo SERS (Surface Enhanced Raman Scattering) para
la cuantificacién de la proteina c-MYC en muestras de sangre real. El esquema de
deteccidn se basa en el uso de materiales plasmonicos hibridos especificamente
disefiados y su funcionalizacién biolégica mediante un receptor peptidico selectivo
de cMYC que hace la funcion de transductor. Se utiliza la propiedad caracteristica
de la proteina c-MYC que consiste en heterodimerizarse con la proteina MAX a
través de una corta region de reconocimiento mutuo. Esta secuencia, propia de
MAX, es la que se utiliza como receptor de c-MYC (péptido receptor). Los eventos
secundarios al reconocimiento de péptido / c-MYC se traducen en alteraciones
medibles del espectro SERS asociado con la orientacion molecular del transductor,
de acuerdo con las denominadas reglas de seleccion superficial. La eficacia del

sensor se demuestra en lineas celulares, donantes sanos y un paciente con cancer.

4.1.2 Introduccion

Las decisiones terapéuticas en oncologia se basan clasicamente en la
caracterizacion clinica de la enfermedad, es decir, el diagnostico y estadiaje clinico,

y en la caracterizacion histoldégica o anatomo-patolégica. Actualmente, sin
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embargo, cada vez tiene mas peso en dichas decisiones, la caracterizacion
molecular de los tumores. Son casos paradigmaticos de esto el cancer de mama,
donde la determinacion del estado de amplificacion de HER2/neu es obligado, o en
el caso del adenocarcinoma de colon, donde también es obligado el anélisis
molecular de los genes K-RAS y N-RAS, como hemos descrito en el capitulo
anterior. Tradicionalmente, estos analisis, incluidos los moleculares, se realizan
sobre tejidos sélidos obtenidos a través de una biopsia invasiva en el momento del
diagndstico. Sin embargo, las biopsias de tejido son habitualmente dificiles, ya que
son costosas, dolorosas o potencialmente arriesgadas para el paciente.

Asi, el desarrollo de métodos no invasivos para detectar y monitorizar tumores es
una necesidad béasica en oncologia. Los biomarcadores sanguineos (biopsia liquida)
(1) tienen un potencial considerable para el diagnéstico y la monitorizacion del
cancer. Dichas biopsias se basan en la deteccidn de células tumorales circulantes
(CTCs) (2), y &cidos nucleicos tumorales circulantes (3). La deteccion de proteinas
circulantes relacionadas con los tumores ya se realiza desde hace muchos afios. Se
tata habitualmente de glicoproteinas u otra moléculas, los denominados
"marcadores tumorales”, bien producidos por los tumores o bien producidos por
otros tejidos como respuesta a la presencia de tumores (CEA, CA125, etc.). Son
marcadores muy poco sensibles y especificos, por lo que su uso no puede ser nunca
independiente del contexto, y no son diagndsticos. Sin embargo, los patrones de
expresion de proteinas intracelulares en las células tumorales circulantes, asi como
en las fracciones de células mononucleares de sangre periférica (linfocitos
relacionados o no con la enfermedad) siguen siendo un aspecto en gran parte

inexplorado (1).

Tabla 6: Tumores con amplificacion de c-MYC.

Amplificacién de MYC
Linfomas no Hoddgkin (y no Burkitt)
Cancer de mama

Cancer de Prostata
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Cancer Gastrointestinal
Melanoma
Mieloma Multiple
Leucemia Mieloide
Neuroblastoma

Carcinoma de pulmén Microcitico y no Microcitico

413 c-MYC

La proteina c-MYC es un factor de transcripcién tipo cremallera de leucina
constituido por una estructura en hélice-bucle-hélice (B HLH ZL) codificado por el
correspondiente gen c-MYC, que desempefia un papel principal en la coordinacién
entre el metabolismo y el ciclo celular. Se ha demostrado que su expresion (proteina
y trénscrito) esta elevadas o desreguladas en hasta el 70% de los canceres humanos,
en general sin alteraciones gendmicas estructurales, si bien si puede asociarse a
translocaciones. Este es el caso de la translocacion 8-14 que coloca al gen bajo el
control de un promotor muy activo en los linfocitos (4). Se encuentra
sobreexpresion con distintos significados, ya que no siempre la sobreexpresion se
asocia a mal pronéstico o peor comportamiento tumoral. Es el caso del
“adenocarcinoma de colon”, en el cual la sobreexpresion de MY C se asocia a buen
prondstico. MYC (sus formas L, N o C) se encuentran amplificadas en los tumores

mas frecuentes (mama, colon y pulmén) (Tabla 5).

A diferencia de otros proto-oncogenes cuya actividad depende de mutaciones,
truncamientos o fusiones, la oncogenicidad del gen c-MYC suele ser secundaria a
la pérdida de su control transcripcional que conduce, consecuentemente, a la
sobreexpresion y acumulacion de la proteina c-MYC (5).  Por otra parte, dicha
proteina no esta asociada a la expresion de ningun programa fenotipico o funcional
definido, sino que acta como un "amplificador universal” de genes que ya estan
siendo expresados, al incrementar la transcripcion en todos los promotores ya

activos (6).
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Por lo tanto, la evaluacion de la concentracion de esta proteina en extractos de
células de la sangre podria mostrar niveles elevados si en la misma hubiera células
tumorales con c-MY C sobreexpresado en sangre, pudiendo utilizarse de este modo
la cuantificacion de c-MYC como criterio (subrogado) para el diagnostico y la
monitorizacién de dichas células. Es destacable, ademas, que la expresion
amplificada de c-MYC se asocia a la “transicion epitelial mesenquimal (EMT)
caracteristica que hace a las células tumorales circulantes indetectables por los

procedimientos habituales de deteccion de marcadores epiteliales.

4.1.4 SERSy reglas de seleccion

La identificacion y cuantificacion de proteinas en la sangre se realiza normalmente
usando técnicas inmunoldgicas estandar tales como Western Blot (WB) o el ELISA.
Aunque robustos, estos métodos son tediosos, largos, caros y, en el caso del WB,

tienen baja sensibilidad.

En los ultimos afios, la espectroscopia de dispersion Raman amplificada por
superficie (SERS) (7) esta suponiendo una excelente alternativa para la deteccion,
cuantificacion y caracterizacion de biopolimeros. Las intensidades caracteristicas
del espectro Raman de una determinada molécula son modificadas cuando dicha
molécula se aproxima a una superficie metélica. Estas modificaciones son

conocidas como reglas de seleccion de superficie.

SERS se ha empleado directamente para la cuantificacion ultrasensible de proteinas
prionicas, proteinas fluorescentes amarilla y verde (GFP, YFP) y otras (8-11). La
mayoria de estas determinaciones se realizaron en soluciones de laboratorio, ya que
el analisis de marcadores de proteinas en muestras reales es extremadamente dificil.
Esto se debe tanto a la complejidad intrinseca de las muestras reales, que comprende
una miriada de componentes, como a la baja concentracion (~pg/mL) o a lamala

seccion transversal SERS (cross section) (12) de las dianas.

Una posible solucion se basa en la funcionalizacion de materiales plasmonicos con
especies quimicas (quimiorreceptores) que posean una elevada seccion transversal

de SERS, que, a su vez, mostrasen una alta afinidad de union y especificidad para
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la proteina diana.(12). Asi, segun este enfoque, la deteccion se determinaria por los
cambios espectroscopicos en el espectro SERS del quimiorreceptor al unirse con el
blanco (13). A esta estrategia pueden responder moléculas como los "aptameros”,
"anticuerpos"” o péptidos, que harian la funcion de "quimioreceptores” con alta
especificidad. (14). Sin embargo, estas moléculas se caracterizan a menudo por
una bajisima actividad SERS lo cual limita su utilidad para la ultra deteccion directa

requerida.

Este problema puede ser solventado mediante la modificacion del receptor
macromolecular, afiadiéndole un motivo terminal con una seccion transversal SERS
elevada y que, al mismo tiempo, tenga afinidad por la superficie plasménica para

mediar la interaccion entre el receptor y el sustrato metalico (14).

4.1.5 Objetivos

1- Detectar la presencia de c-MYC mediante la construccién de un receptor
capaz de transducir dicha presencia por las modificaciones especificas que
dicha presencia induciria en su espectro SERS

2- Correlacionar la cuantificaciéon de c-MYC derivada del procedimiento
anterior, con la presencia de células tumorales, tanto de lineas celulares

como de muestras de sangre real de pacientes con cancer.

4.1.6 Modelo experimental

Se disefid y prepar6 un péptido conjugado SERS-activo denominado MB-H capaz
de unirse a c-MYC (proteina) con alta afinidad y selectividad. Por otro lado, se
sintetizaron nanoesferas de silicio homogéneamente recubiertas con nanoparticulas
de plata (Si02 @ Ag), que posteriormente fueron biofuncionalizadas con el
quimiorreceptor (Si02 @ Ag @ MB-H1). Este "constructo™ constituye el sistema

que posteriormente fue utilizado con éxito para la cuantificacion de la proteina c-
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MYC, primero en laboratorio, con muestras sintéticas y lineas celulares,

posteriormente con muestras reales de paciente con cancer y donantes sanos.

Y

‘ ";§iQ:2@-Ag@ v

Figura 27: Estructura del constructo.

Figura S-Final: Estructura del péptido MB-H1 con su unién a la superficie de la nanoparticula
(SiO.@Ag@) mediante MMB. c-MY C aparece en verde dimerizandose con el péptido.

El quimiorreceptor organico se basa en un doble péptido mutante (Ser520 — Ala,
Phe522 — Ala) derivado de la hélice 1 (H1) de la region hélice-bucle-hélice de la
proteina c-MYC (515-NELKRAFAALRDQI-528, H1) (S6A), el cual es sabido que
interactla con alta afinidad y selectividad con c-MYC (15). Para construir la sonda
SERS, se unié ortogonalmente una unidad de 4-mercaptobenzoilo (MB) al grupo
amino lateral de un residuo de Lys (Lisina) en el extremo C-terminal del péptido
H1 (S6A). Dicha modificacion no parece alterar la tendencia intrinseca del péptico
a estructurase helicoidalmente, ni sus propiedades de union a c-MYC. La sintesis
del péptido-conjugado MB-H1 se describe en materiales y métodos (Informacion
Suplementaria). Las nanoparticulas de plata con recubrimiento de citrato (AgNPs)

de aproximadamente 65 nm de didmetro (Figuras S5A y B) se depositaron
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electrostaticamente sobre microesferas (perlas o "beads") de silice de 8§ um de
diametro (SiO2 @ Ag). Anteriormente, las microesferas de silice cargadas
negativamente  se  recubrieron  secuencialmente con  polielectrolitos
(polietilenimina, PEI, positivo), &cido poliacrilico (PAA, negativo) y de nuevo PEI,
utilizando el protocolo de ensamblaje capa por capa (LbL) (figuras S5C- E) (16).
El espectro Ultra Violeta-Visible de los AgNPs preparados (Figura 1-A) mostro una

resonancia plasmonica de superficie definida a 449 nm.
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Figura 28: Espectros de la nanoparticula en sus distintas fases.

Figura 1: (A) Espectro UV-vis de la solucién AgNps (rojo), agregados en superficie (haranja) y
anclados a superficie de perlas de vidrio (azul). (B) Espectro SERS de MB-H1 de no agregados
(rojo) y agregados de AgNps (naranja) sobre laminas de vidrio, y sobre SiO,@Ag (azul. (C)
Intensidades SERS correspondientes a la altura de los de los picos a 1075 cm L.

La deposicion de nanoparticulas sobre un soporte solido da como resultado la
aparicion de una sefial caracteristica, intensa y amplia a una longitud de onda larga,
que es un indicador del acoplamiento entre particulas. La huella digital de SERS de
MB-H1 sobre las SiO2 @ Ag se muestra en la Figura 1B (curva azul).
Notablemente, las SiO2 @ Ag ofrecen una amplia area superficial, una estrecha
interaccion adsorbente-adsorbato y una alta densidad de puntos calientes
electromagnéticos, combinando asi los beneficios de los coloides y las peliculas,
superando las importantes limitaciones de ambos. Como controles negativos se
utilizaron nanoparticulas de plata (AgNP) sobre laminas de vidrio, ademéas de

microesferas (perlas). Cuando estas no se agregaron, no mostraron sefial SERS
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apreciable (Figura S6B). Sin embargo, cuando se agregaron, la sefial SERS de los
agregados sobre pelicula o microesferas (perlas) fue idéntica, aunque con una

mayor desviacion estandar en la primera (Figura 1 B, C).

El tamafio grande de las nanoesferas permite su facil localizacion con un objetivo
de bajo aumento (por ejemplo, x 5) para el escaneo posterior, ya con un objetivo de
mayor resolucion (por ejemplo, x 50 o x 100) (Figura 2A). Ademas, por su tamafio,
se puede reducir drasticamente la cantidad de material plasmdnico necesaria para
la deteccion, lo que, a su vez, mejora la sensibilidad aumentando el nimero de
moléculas en relacion con el de nanoparticulas. Esto se ejemplifica en las Figura 2
B, C, que muestran que el SERS de MB-H1 puede discriminar cantidades hasta por
debajo de 10 pM para una concentracién de particulas de 2400 perlas / ml, mientras
que cantidades de SiO2 Ag aun mas mas bajas (240 perlas / ml) permiten la

deteccidn por debajo de 1 pM.
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Figura 29: Espectros a diferentes concentraciones.

Figura 2: (A) Imagenes Opticas a baja (x5) y alta (x50) magnificacién de las perlas desde alicuotas
de 100 pL de una suspension con concentracion de 2400 (paneles altos) y 240 (paneles bajos)
perlas/mL. (B) Espectro SERS de MB-H1 a diferentes concentraciones sobre SiO.@Ag (2400
perlas/mL y (resaltado) 240 perlas/mL. (C) Sus correspondientes intensidades a 1075 cm™.

En principio, la captura de la proteina c-MYC por el complejo MB-H1 unido a
perlas de SiO2 @ Ag podria dar lugar a un gran conjunto de perturbaciones en el

espectro SERS del motivo mercaptobenzoil (MB), que irian desde cambios sutiles
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de sus caracteristicas vibratorias hasta la aparicion de nuevos picos. Para la
interpretacion de tales variaciones, se adquirieron previamente los espectros Raman
y SERS del motivo sin péptido H1 (4-mercapto-N-metilbenzamida o MMB) y los
de MB-H1 antes y después de la reaccion con c-MYC (Figura 3A). Los espectros
SERS de MMB y MB-H1 muestran patrones vibratorios similares, pero con algunas
diferencias en intensidades relativas. Este resultado apunta hacia un ligero cambio
de la orientacion molecular del grupo mercaptobenceno sobre la superficie de la
plata cuando se acopla con una molécula méas grande tal como H1, en pleno acuerdo
con las reglas de seleccion de superficie (17). Esta perturbacion se amplifica cuando
tiene lugar la unién del complejo con la proteina c-MYC, que es proporcionalmente

muy grande.

Con el fin de identificar los modos de vibracion del motivo mercaptobenceno mas
sensibles a las reorientaciones geométricas que este Ultimo experimenta en relacion
con la superficie, es decir, para identificar a partir del espectro SERS los cambios
geométricos que tienen lugar en la molécula en las distintas condiciones
experimentales, se realizaron célculos mediante la DFT (Density Functional
Theory-). Se trata de un método computacional que simplifica la complejidad de
los célculos cuanticos clasicos basados en la funcion de onda. La DFT obtiene sus
predicciones a partir de la densidad tridimensional de las nubes de electrones, pues
tedricamente estas son las que definirdn la geometria de la molécula (18)
(Figura3A). Se definen grupos puntuales (en geometria y cristalografia) a grupos
de simetrias que mantienen constante por lo menos un punto fijo. Los resultados
indican que MMB pertenece al grupo puntual C1 de simetria, lo que implica que no
es planar. Sin embargo, y derivado de la interaccion Plata/Tiol (unién de la
molécula) (19) se puede asumir una orientacion perpendicular sobre el metal (Ag)
(20). Por otra parte, el campo eléctrico de superficie, E, presenta Gnicamente un
componente normal (direccion Z en la Figura 3B) (21). Con base en estas
consideraciones, el modo vibracional es proporcional al cuadrado del producto
escalar del campo eléctrico y del momento dipolar derivado de dicho modo
vibracional (22). Este escenario define, en teoria, dos grados de libertad para los
cambios de orientacion del anillo fenilo como consecuencia de sus interacciones
con otras moléculas (6 y y Figura 3B). El espectro Raman tedrico de MMB
muestra buena correlacion con el experimental, lo que permite una asignacion

segura de los modos observados.
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Figura 30: Funcionalidad del constructo y respuesta en presencia de c-MYC.

Figura 3: (A) Espectro Raman tedrico y experimental de los espectros MMB y SERS de MMB,
MB-H1y MB-H1 en presencia de c-MYC, sobre SiO2 Ag. También se muestra la ampliacion de las
ventanas espectrales entre 730-800 y 990-1050. (B) Modelo utilizado en la estimacién de la
orientacion molecular. La orientacion absoluta de la molécula sobre la superficie y la orientacion
relativa del anillo sobre la superficie estan representadas por los ejes XYZ y xyz, respectivamente.
(C) Asignacion de modo vibratorio como se describe en los calculos de DFT (valor teérico entre
paréntesis).

Asi, dicho espectro de MBB, muestra una intensidad baja de los modos fuera del
plano, es decir, en relacion con el plano del anillo, a 756 y 997 cm * de MBB,
indicando una orientacion perpendicular del anillo frente a la superficie. La adicion
de H1 a MMB aumenta ligeramente la intensidad de estos modos, pero, y esto es lo
destacable, este efecto se hace méas notable cuando MB-H1 interactta con c-MYC
como consecuencia del tamafio masivo (57 kDa) de este Gltimo. De hecho, la
presencia de estas intensificaciones en las bandas fuera del plano alcanzan el mismo
nivel que la denominada "respiracion del anillo" (1075cm 1) indicando una
reorientacion mas plana del anillo en relacion con la superficie. Datos también
confirmados por el modo de estiramiento N-C a 1022 cm " cuya sefial es minima

en MB - H1 y elevada tras la unién con ¢ - MYC.

Por otra parte, la utilizacion de esta metodologia para la cuantificacién de c-MYC
debe partir del hecho de que el espectro SERS puede resultar tanto de la ocupacion
de todos los receptores disponibles (MB-H1) como solo de la ocupacion de algunos,
cuando estos exceden a la cantidad de c-MYC presente. En este ultimo caso,
contribuyen al espectro los dos estados: el ocupado y el no ocupado por c-MYC.
Asi, mas que monitorizar las intensidades absolutas de las caracteristicas bajo

observacion, la cuantificacion de c-MYC se realizd6 mediante la ratio de
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deformacion CCH fuera del plano (Intensidad a 756 cm 1) y el "anillo de

respiracion” sobre el plano (1075 cm ).

4.1.7 Muestras reales

La eficacia del sensor se demostrd con lineas de células tumorales y muestras
humanas reales. Para validar los resultados se utiliz6 un ELISA para la proteina c-
MYC . El estudio fue presentado y aprobado por el Comité de Etica e Investigacion
con Medicamentos del Grupo HM Hospitales y todos los participantes firmaron un

formulario de consentimiento informado por escrito.

La figura 4A muestra un esquema del protocolo seguido para la cuantificacién de
c-MYC, tanto por el método ELISA y como por SERS. Se obtuvieron muestras de
sangre de dos donantes sanos y un paciente diagnosticado de adenocarcinoma
ovarico (estadio 1V) con alta carga tumoral. La paciente estaba en progresion en el
momento de la recoleccion de la muestra. La presencia del tumor se confirmé
histolégicamente de acuerdo con los procedimientos habituales. Cada muestra de
sangre periférica (8 ml) se proceso en las siguientes 24 h después de la extraccion
para obtener las células mononucleares mediante un proceso de separacion por
gradiente de densidad (Ficoll). Las células mononucleares recogidas de las muestras
de sangre, asi como las de una linea celular tumoral epitelial (MCF7) se lisaron y
se centrifugaron. Posteriormente se extrajeron los sobrenadantes y, para ELISA, se
valoro la cantidad de proteina total mediante el método de Bradford. Los niveles de
c-MYC se determinaron a continuacion con un kit ELISA de c-MY C total humano.
En el caso de SERS, SiO2 @ Ag @ MB-H1 (240 perlas funcionalizadas con 100
pM de MB-H1, que es equivalente a una concentracion de 2,5 x 10° moléculas por
perla) se afadieron directamente a cada uno de los sobrenadantes hasta una
concentracion final de 200 perlas / ml. Después se afiadieron alicuotas de 100 pl
sobre placas de vidrio y las perlas se analizaron mediante SERS antes de la

evaporacion del disolvente.

La Figura 4B muestra el espectro SERS para ambos procedimientos de
cuantificacion con cantidades crecientes de c-MYC (en lineas finas punteadas), y
para las muestras humanas reales (en lineas gruesas solidas). Las curvas de

calibracion correspondientes obtenidas para cada método se presentan en la Figura
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4C. En particular, en la validacion del procedimiento frente al estdndar (ELISA),
tanto ELISA como SERS muestran coeficientes de correlacion adecuados con
limites de deteccion de c-MYC analogos, aunque existe una desviacion estandar
ligeramente mayor para el método 6ptico. Sin embargo, los resultados de SERS se
obtienen en cuestion de minutos, en comparacion con las preparaciones de 4-5 h

requeridas para ELISA.
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Figura 31: Protocolo en muestras reales.

Figura 4: (A) Protocolo para el aislamiento de células mononucleares en muestras de sangre humana
de un paciente de cancer y varios donantes sanos. (B) Espectros de SERS de SiO2 @ Ag @ MB-H1
en presencia de concentraciones decrecientes de c-MYC (lineas punteadas finas) y de muestras
reales (lineas s6lidas gruesas). (C) Curvas de calibracion para ELISA (rojo) y pare el sensor sensor
optico experimental (azul). (D) Resultados obtenidos para una linea de células tumorales epiteliales
(MCFT7), y muestras extraidas de un paciente con cancer (CP) y dos donantes sanos (HD1 y HD2).
ELISA en rojo, y sensor Optico en azul. Concentracion de c-MYC por millon de células.

Con las muestras reales se obtienen resultados similares con ambos procedimientos
(Figura 4D). Finalmente, la linea MFC7 produce valores mucho més altos que la
muestra real, probablemente porque en ese caso todas las células del cultivo son
cancerosas, donde en las muestras reales s6lo una pequefia fraccién son células

tumorales.
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4.1.8 Conclusiones

En resumen, hemos desarrollado un ensayo rapido, altamente especifico y sensible
basado en SERS para la determinacion de c-MYC en muestras de sangre real. La
proteina c-MYC evaluada no es una proteina plasmatica circulante. Se trata de una
proteina nuclear, cuyo origen son las células circulantes mononucleares, entre las
que se incluyen monocitos, linfocitos y células tumorales circulantes. Las primeras,
normalmente células inactivadas, no presentan sobre-expresion de c-MYC, motivo
que explica que los controles sanos muestren cifras bajas de esta proteina, mientras
que los pacientes con alta carga tumoral y, consecuentemente, un elevado nimero

de células tumorales circulantes, si presentarian amplificacion de c-MYC.

El sistema de deteccion se basa en el uso de materiales hibridos especificamente
disefiados, que consisten en microparticulas de silice més bien recubiertas
homogéneamente con nanoparticulas de plata que interactGan. Las superficies
metalicas se funcionalizan con un péptido de union a c-MYC modificado con una
antena de 4-mercapto-N-metilbenzamida (MB-H1) que transduce los eventos
especificos de reconocimiento de c-MYC en una alteracién medible de la sefial
SERS de MB- H1. La deconvolucion de la huella vibratoria del quimiorreceptor ha
permitido identificar los modos vibratorios caracteristicos afectados por la union
del complejo a c-MYC. La magnitud de tales cambios espectrales se correlaciond
cuantitativamente con el contenido de c-MYC en medios biol6gicos complejos, es

decir, en muestras reales.

4.1.9 Informacion Suplementaria

4.1.9.1 Materiales.

Todos los reactivos de sintesis de péptidos y derivados de aminoacidos se
adquirieron de GL Biochem (Shanghai), Novabiochem o Iris Biotech Gmbh. Se
adquirieron aminoacidos como aminodacidos protegidos Fmoc con el esquema de

proteccion de cadena lateral estandar: Fmoc-Lys (Boc) -OH, Fmoc-Ile-OH, Fmoc-
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Arg (Pbf) -OH, Fmoc-Asn (Trt) Fmoc-Glu (tBu) -OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Ala-
OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Asp (tBu) -OH, Fmoc-GIn (Trt) -OH y Fmoc-Lys Alloc)
-OH. DMF y TFA se adquirieron de Scharlau, CH2CI2 de Panreac y CH3CN de
Merck. Citrato trisédico dihidratado (> 99,5%), acido L-ascorbico (> 99,0%),
nitrato de plata (>99,9999%), sulfato de magnesio (99,5%), polietilenimina
ramificada (PEI, 25000) y el resto de los reactivos De Sigma-Aldrich. Se
adquirieron perlas de silice de 7,75 pm de didmetro a partir de Microparticles
GmbH. El c-MYC recombinante humano se adquiri6 en Creative BioMart. Todos
los disolventes estaban secos y de grado de sintesis, a menos que se especificara
especificamente, y todos los reactivos se usaron sin purificacion adicional. Se uso
agua Milli-Q (18 MQ cm™) en todas las soluciones acuosas, y todos los cristales se

limpiaron con agua regia antes de los experimentos.

4.1.9.2 Instrumentacion.

Las reacciones se controlaron mediante RP-HPLC con una LC / MS Agilent serie
1100 utilizando una columna analitica Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 pm).
Los compuestos se detectaron por absorcion de UV (220 y 270 nm). Las
condiciones estandar para RP-HPLC analitico consistian en un régimen isocratico
durante los primeros 5 min, seguido por un gradiente lineal de 5 a 95% de disolvente
B durante 30 min a un caudal de 1 ml/ min (A: agua con 0,1 % TFA, B: acetonitrilo
con TFA al 0,1%).

La purificacién por HPLC de fase inversa se realizd en una serie Agilent 1100
equipada con un sistema de bomba binaria y un detector UV-vis, usando una
columna semimaborativa Phenomenex Luna C18 100A (250 x 21,2 mm, 10 um).
La purificacion se llevo a cabo usando un régimen isocratico durante los primeros
5 min a 5% de disolvente B y luego gradientes lineales de 5% a 75% de disolvente
B durante 30 min a un caudal de 3 ml/ min (A: agua con 0,1 % TFA, B: acetonitrilo
con TFA al 0,1%). Las fracciones que contenian los productos se liofilizaron y su

identidad se confirm6 mediante ESI-MS.

Los espectros UV-vis se registraron utilizando un espectrofotometro UV-vis

Thermo Scientific Evolution 201. La concentracion de péptidos se calculé mediante
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la ley de Lambert-Beer, utilizando un coeficiente de extincion de 11862 M-1 cm-1
a 310 nm. La concentracion de plata para AgNPs se calcul6 utilizando el coeficiente
de extincion de 6,61 x 10 10 M * cm -1 (1-3).

Las micrografias electronicas se registraron con microscopia electronica de
transmision (JEOL JEM-1011 operando a 80 kV) y una microscopia electrénica de
barrido ambiental (JEOL 6400) para la caracterizacion estructural de las muestras.

Los experimentos de SERS se realizaron usando un microscopio confocal
Renishaw InVia Reflex equipado con una rejilla de 1200 ranuras mm™ para las
longitudes de onda NIR, dptica de filtro de paso de banda adicional y una camara
2D-CCD. Todos los espectros se adquirieron utilizando 785 nm de laser de

excitacion, mediante el enfoque del laser en la muestra con objetivos 5x o 50x.

4.1.9.3 Procedimientos generales de sintesis de péptidos

41931 H1

Se sintetiz6 como amida C-terminal (escala de 0,05 mmol usando la resina Rink
Amide-ChemMatrix de Biotage: 0,46 mmol / g) en un sintetizador de péptido PS3
(Protein Technologies) siguiendo protocolos estandar de sintesis en fase solida
Fmoc. Los acoplamientos formadores de enlaces peptidicos se llevaron a cabo
durante 50 minutos usando hexafluorofosfato de N, N, N ', N'-tetrametil-O- (1H-
benzotriazol-1-il) uronio (HBTU, 8 equiv), N, N-diisopropiletilamina (DIEA, 8,8
equiv.) en DMF (2,5 ml) y 8 equivalentes de los aminoacidos. Cada aminoéacido se
incubo durante 2 min en la mezcla de acoplamiento antes de ser afiadido a la resina.
Después de lavar con DMF, la desproteccion del grupo protector Fmoc temporal se
realizd tratando la resina con piperidina al 20% en solucién de DMF durante 15

min.

4.1.9.3.2 Roturay desproteccion del péptido unido a resina

El péptido unido a resina secado bajo argon (aproximadamente 0,025 mmol) se
colocé en un tubo falcon de 50 ml y se suspendi6 en 2 ml del céctel de escisidn
(100 pl de CH2CI2, 50 pl de agua, 50 pl de triisopropilsilano (TIS) y TFA a 2 ml),
y la mezcla resultante se agité durante 3 h. La resina se filtré y el filtrado de TFA
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se concentrd bajo una corriente de argén hasta un volumen de aproximadamente 1
ml, que después se afiadid a éter dietilico enfriado con hielo (20 ml). Después de 10
min, el precipitado se centrifugo y se lavé de nuevo con 10 ml de éter enfriado con
hielo. El residuo sélido se seco bajo argdn, se volvio a disolver en CH3CN / H20
1: 1 (2 ml) y se purificé mediante HPLC de fase inversa semi - preparativa. Las

fracciones recogidas posteriormente se liofilizaron y se almacenaron a -20°C.

4.1.9.3.3 Sintesis de acido 4,4'-disulfanodiildibenzoico

o

o}
o | OH
2
_— - S‘-.
H EtOH S
s 10l HO

0

Se disolvid acido 4 - mercaptobenzoico (20 mg, 0,13 mmol) en EtOH (1,3 ml), se
afiadié gota a gota una solucién saturada de 12 en EtOH hasta que aparecio un
precipitado. La solucién se centrifugd y el precipitado se disolvio en DMSO. El
producto se precipitd de nuevo en EtOH, se centrifugd y se seco a alto vacio. El
acido 4,4'-disulfanodiildibenzoico fue identificado como el producto deseado por
ESI-MS (15 mg, 75% de rendimiento). ESI - MS [MNa + ] calculado para
C14HO4S2 = 329,36, encontrado = 329,0.

4.1.9.3.4 Sintesis de 4,4 '- disulfanodiilbis (N - metilbenzamida)

MeNH2 HBTU

/©)J\ /@)‘\H/
DIEA DMF
L L
HN

Se disolvieron 250 mg de &cido 4,4'-disulfanodiildibenzoico (0,82 mmol) en DMF.
A continuacion, se afiadieron HBTU (744 mg, 1,96 mmol), DIEA (838 \ uL, 4,9
mmol) y metilamina sobre la solucion anterior y la mezcla se agito a temperatura

ambiente durante 2 horas. Después de confirmar la obtencion del producto deseado
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por anélisis HPLC-MS, se evapor6 DMF a vacio. A continuacion, el producto bruto
de reaccion se purifico directamente mediante cromatografia preparativa de fase
inversa (15 - 75% de MeOH, TFA al 0,1% / H20, TFA al 0,1%, 30 min) y las
fracciones apropiadas se recogieron y liofilizaron para proporcionar el producto
deseado como un solido blanco (52 mg, 0,16 mmol, 19% de rendimiento). ESI -
MS [MH+] calculado para C16H16N202S2 = 333,07, encontrado 333,1 [MH] +,
355,0 [MNa] +, 665,1 [M2H] +.

4.1.9.3.5 Sintesis de 4-mercapto-N-metilbenzamida

Iz

|
S Tris-HCI pH 7.5 : MeCN

(1:1)

o}
/@)‘\N/ o)
H
~
S TCEP /©)L
HS

Para la sintesis de 4-mercapto-N-metilbenzamida, se disolvieron 8 mg de 4,4'-
disulfanodiilbis (N-metilbenzamida) (0,024 mmol) en 1 ml de una solucién 0,2 M
de clorhidrato de tris (2-carboxietil) fosfina TCEP) en Tris-HCI 20 mM pH 7,5:
CH3CN (1: 1). La mezcla se agitd a ta durante 1 h. El crudo se purifico después
mediante HPLC de fase inversa semi-preparativa y las fracciones apropiadas se
recogieron y se liofilizaron para proporcionar el producto deseado en forma de un

solido blanco (3 mg, 0,018 mmol, rendimiento 75%).

4.1.9.3.6 Sintesis de péptidos MB-H1

Para la sintesis del péptido conjugado con 4-mercaptobenzamida se utilizé una
estrategia de Fmoc SPPS modificada con un esquema de proteccion de grupo
extendido. El residuo de Lys se introduce como un derivado protegido con Alloc,
que permite su desproteccion selectiva de la cadena lateral (catalisis de Pd) y
derivatizacion con &cido 4,4'-disulfanodiildibenzoico en la fase sélida como se

muestra a continuacion:
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4.1.9.4 Acetilacion del extremo N-terminal del péptido y desproteccion de la
cadena lateral Lys (Alloc) protegida ortogonalmente

Una vez que el péptido se ensambld completamente en la fase solida, el grupo Fmoc
se desprotegid, y después se acetilo la amina N-terminal. Para este fin, se trataron
0,05 mmol de la resina con 3 ml de una solucion de Ac20 al 20% en DMF / DIEA
0,195 M en DMF (2:1) durante 20 min. Después de la acetilacién N-terminal, la
cadena lateral del residuo Lys (Alloc) se desprotegio selectivamente para fijacion

especifica.

4.1.9.4.1 Sintesis y funcionalizacion de perlas de sio2 @ ag

-Sintesis de nanoparticulas de plata esféricas estabilizadas con citrato

Se produjeron nanoparticulas esféricas de plata de aproximadamente 65 nm de

didmetro mediante una modificacion del protocolo previamente comunicado (1,2)
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En resumen, 250 ml de agua Milli-Q se calentaron a reflujo bajo fuerte agitacion
magnética. Una vez que hierve enérgicamente, se afiadié una mezcla que contenia
acido ascorbico (250 ul, 0,1 M) y citrato trisodico (3,41 ml, 0,1 M). Después de 1
minuto, se inyectd una solucién que contenia AgNO3 (744 ul, 0,1 M) y MgSO4
(559 ul, 0,1 M), previamente incubada durante 5 min a temperatura ambiente, en el
recipiente de reaccion bajo agitacion vigorosa. Se continud la ebullicion y agitacion
durante 30 minutos para asegurar la reduccion de los precursores. Durante este
tiempo, el color de la solucion cambid rapidamente de incoloro a amarillo, y

gradualmente en naranja oscuro.
-Perlas de silice revestidas con polielectrolitos

La conocida técnica capa por capa (LbL) (4) se usé para recubrir las perlas de SiO2
con 3 capas alternas de PEI, PAA y PEI proporcionando una carga neta positiva
sobre la superficie de la particula. Para conseguir esto, se afiadieron gota a gota 0,5
ml de una solucién de perlas de SiO2 (50 mg / ml) a 25 ml de una solucion acuosa
de PEI (2 mg / ml) previamente sonicada durante 30 min. La mezcla se agitd
vigorosamente durante 2 h y luego se centrifugd dos veces (3190 rcf -relative
centrifugal force-, 20 min) y se redispersé con agua Milli-Q para eliminar el exceso
de polielectrolito (4). Se aplicé el mismo procedimiento para las otras 2 capas de
poli (&cido acrilico) (PAA) e PEI, utilizando 2 mg / ml de PAA, 6 mM de NaCl y 2
mg / ml de PEI.

4.1.9.4.2 Montaje de nanoparticulas de plata sobre perlas de silice.

Los AgNPs se limpiaron por centrifugacion (5400 rpm, 20 min) y se redispersaron
en agua Milli-Q, hasta una [Ag0] final = 2,3 x 10-4 M. Este ciclo de lavado permite
eliminar el exceso de citrato que dificulta parcialmente la adhesion de AgNPs sobre
perlas de silice, preservando al mismo tiempo la estabilidad coloidal global. Las
perlas de silice envueltas en polielectrolito se recubrieron con AgNPs afiadiendo
gota a gota, bajo sonicacion, 800 pl de la solucion de perlas de silice en un matraz
que contenia una solucion de AgNPs (133 ml, [Ag0] = 0,23 mM). A continuacion,
la mezcla se sometid a vortex durante 30 s y se dejo en sedimentacion durante la
noche. Después de esto, la muestra se centrifugd 3 veces (550 rcf, 5 min) y se
redisperso en 2 ml de agua Milli-Q para conseguir una concentracion final de perlas
de SiO2 de 1 mg/ ml.
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4.1.9.4.3 Conjugacion de MB — H1 con perlas de sio2@ag.

Distintas soluciones 5 ml de de MB-H1 (200, 20, 2 nM, 200, 20 y 2 pM,
respectivamente) en Tris-HCI 10 mM pH7,5, NaCl 100 mM fueron afiadidas sobre
alicuotas de 5 ml de una solucién de perlas 20 pg / SiO2@ AgNPs en Tris HCI 10
mM, pH 7,5, NaCl a 100 mM vy las mezclas resultantes se incubaron durante la
noche a temperatura ambiente. A la mafana siguiente, se calcul6 la concentracién
final de las soluciones de SiO2Ag de las soluciones (aproximadamente 2,4 x 104

perlas / ml) con un hemocitémetro.

-Muestras para caracterizacion SERS

Las nanoparticulas de plata (20 pL 10-6 M en plata) fueron recubiertas por
centrifugacion sobre un portaobjetos de vidrio a baja concentracion de particulas.
Ademas, se agregaron en una pelicula gotas de una solucioén concentrada (10 pL

10-3 M en plata) y se secaron al aire.
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Figura 32: Preparacion de las nanoparticulas.

Figura S5: (A) Imagen TEM y (B) distribucion de tamarios de los AgNPs segun se prepararon. (C
y D) SEM y (E) imagenes TEM de AgNPs recubriendo perlas de silice de 8 um. (F) espectros de
UV-Vis de SiO2 y Si0O2 @Ag (0,2 mg / ml) y el correspondiente espectro.

Eduardo Garcia-Rico 81



Biopsia Liquida

4.1.9.4.4 Preparacion de muestras celulares y humanas

-Cultivo de lineas celulares MCF-7

Se utiliz6 la linea celular de cancer MCF-7 como un control positivo de la expresion
de c-MYC. Las células MCF-7 se mantuvieron en medio EMEM suplementado con
suero bovino fetal al 10% e insulina humana al 0,1% y se incubaron a 37°C, CO2
al 5% en una atmosfera humidificada.

-Muestras humanas.

Las muestras fueron proporcionadas por una paciente diagnosticada de un
adenocarcinoma de ovario en estadio IV, en progresion en el momento de la
donacion de la muestra. La presencia de la enfermedad se confirmo

histolégicamente de acuerdo con normas habituales.

-Extraccidn de células mononucleares de sangre periférica.

Se obtuvieron muestras de sangre de donantes sanos y se procesaron en las
siguientes 24h. 8 ml de sangre de cada donante se diluyeron 1:2 con solucion salina
equilibrada de Hank (HBSS) y se dispusieron cuidadosamente en una capa de 15
ml de Ficoll-Paque Plus (de Ge Healthcare LifeSciences). Las muestras se
centrifugaron durante 40 minutos a 400 g para separar las poblaciones celulares. Se
recogieron las células mononucleares (PBMC) y se lavaron con 1x PBS y
finalmente se cultivaron en medio RPMI suplementado con suero bovino fetal al
10% a 37°C, CO2 al 5% en una atmosfera humidificada.

-Extraccion de proteinas.

Las PBMC y MCF-7 se contaron de forma similar y se recogieron en un matraz
utilizando tripsina al 0,25% de EDTA y se centrifugaron a 170 g durante 5 min. Los
sedimentos de células se suspendieron en 0,2 ml de tampodn de lisis, conteniendo
HEPES 50 mM, NaCl 0,5 M, MgCI2 1,5 mM, EDTA 1 mM, glicerol al 10% v / v,
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Triton X - 100 al 1% y 0,01 ml de cdctel inhibidor de proteasas de Sigma-Aldrich).
El paso de lisis se llevo a cabo durante 1 h a 4°C, haciendo girar los tubos cada 15
min para separar las membranas celulares. Los lisados se centrifugaron a 13.000 g
durante 10 min a 4 ° C y los sobrenadantes que contenian proteina se mantuvieron

a -80 ° C hasta su uso.

4.1.9.4.5 Cuantificacion de la proteina total y c-MYC

La concentracion de proteinas de los lisados se cuantifico con el ensayo de proteina
de Bradford. Los niveles de oncoproteina c-MYC humana se determinaron con un
kit de ensayo inmunoabsorbente (ELISA) ligado a enzima c-MY C humano total (de
LifeSciences). Las muestras se diluyeron 1:10 - 1: 100 y se incubaron durante 3 h
con un anticuerpo anti-c-MYC primario, seguido de una incubacion de 30 minutos
con un anticuerpo marcado con HRP secundario. Se afiadié substrato de HRP
durante 30 minutos y se midi6 la absorbancia con un lector de placas Multimode
Tristar 2S. Todos los patrones y lisados se ensayaron por triplicado y las

concentraciones de proteinas se extrapolaron a partir de las curvas de calibracion.

4.1.9.4.6 Caracterizacion SERS de las perlas y cuantificacion de c-MYC

Para la caracterizacion de SERS de las perlas recubiertas, las soluciones que
contenian 2400 perlas por mililitro se funcionalizaron con cantidades decrecientes
de MB-H1 (de 100 nM a 1 pM). Después de 1 h de tiempo suficiente para asegurar
la reaccion completa del tiol de MB-H1 con la plata, se moldeé una alicuota de cada
una en un portaobjetos de vidrio. Antes del secado, las perlas se localizaron con un
objetivo 5x utilizando, posteriormente, un objetivo 50x para enfocar el laser durante
1s. Para cada cuenta, se recogieron 10 mediciones. Para cada muestra se midieron
10 perlas. En particular, el tiempo se increment6 a 10 s en las muestras de 10 y 1
pM en MB-H1. Se repiti6 el mismo protocolo, pero disminuyendo la concentracion
de perlas a 240 perlas / ml. En particular, se repitié el mismo protocolo para 24

perlas / ml. Sin embargo, la dificultad de encontrar las perlas impidio su realizacion.

Primero, se generd una curva de calibracién usando los mismos estandares que para

ELISA. En resumen, se afiadieron 100 pl de una solucion de perlas de

SIO2@Ag@MB-H1 (100 uM de MB-H1) por ml de muestra, alcanzando una
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concentracion final de perlas de 200 perlas / ml. Después de esperar 1 h para
asegurar la interaccion entre H1 y c-MYC, se colocaron alicuotas de 100 ul de la
muestra sobre un portaobjetos de vidrio. Luego, antes del secado, las perlas se
localizaron con un x5 y se mapearon con el microscopio Raman, usando un objetivo
x50 y una linea laser NIR. Se registraron 10 espectros de 10 segundos para cada
cuenta (con un laser de potencia en la muestra de 2,5 mW). Para cada muestra, se
midieron entre 10 y 15 perlas. Cada experimento se replicé tres veces. Se siguio el

mismo protocolo para las muestras humanas.

4.1.9.4.7 Calculos tedricos.
Los célculos de la teoria funcional de densidad funcional (DFT) de B3LYP se

realizaron utilizando un conjunto de programas Gaussianos 09. BO1 con el conjunto
de bases 6-311G (p, d) (5)

Figura 33: Imagenes SEM:

Figura S6: Iméagenes SEM de (A) peliculas agregadas (fundidas y secadas al aire) y (B) no agregadas
(revestidas por centrifugacion) de AgNPs.
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Figura 34: Espectro UV tras funcionalizacion.

Figura S7: Espectro UV-Vis de AgNPs antes y después de la funcionalizacién con MB-H1. Los
AgNPs se centrifugaron (5400 rpm, 20 min) y se redispersaron en agua Milli-Q, hasta una
concentracion final de [NP] aprox. 85 pM. A continuacidn, se colocaron dos alicuotas de 100 pl de
coloides en diferentes Eppendorfs y se mezclaron con: (a) 3 pl de tamp6n Tris (Tris-HCI 10 mM pH
7,5, NaCl 100 mM); (b) 3 ul de solucion MB-H1 1,57 mM en tampdn Tris. Nos referimos a la
primera muestra como "AgNPs" y la segunda como "AgNPs + MB-H1". EIl volumen de soluciones
tamponadas afadidas a los coloides se mantuvo lo suficientemente bajo como para evitar la
agregacion de nanoparticulas inducida por la sal. Se observa un desplazamiento al rojo de 6 nm del
LSPR tras la funcionalizacion de los AgNP con el quimiorreceptor MB-H1.
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5.1.1 Resumen

Los pacientes con cdncer metastasico requieren una monitorizacion continua
durante los tratamientos, dado que el indice terapéutico de estos es muy bajo (es
decir, la relacion entre el beneficio y la toxicidad es muy estrecha). Por ello, cuanto
antes conozcamos una posible resistencia, antes se modificara la estrategia
terapéutica. El ajuste del tratamiento a la medicacion depende del conocimiento
preciso del estado de la enfermedad. Es sabido que en la evolucion de los tumores
aparece una gran heterogeneidad celular, tanto fenotipica como genética
(inestabilidad genética y aparicion de mutaciones). Por otro lado, en los
tratamientos neoadyuvantes, por ejemplo, en cancer de mama o cancer de pulmon,
se sabe que aun lograndose respuestas completas patologicas hay pacientes que
recaen y otros no. El definir al terminar el tratamiento dicho grado de respuesta nos
permite tener un criterio pronostico para la toma de decisiones. En los tratamientos
adyuvantes la situacion es similar. La deteccion, cuantificacion y caracterizacion de
las denominadas células tumorales circulantes (CTCs) puede cumplir todos estos
objetivos, ademas de facilitar un diagndstico precoz de las recaidas o cambios
moleculares, tanto genéticos como fenotipicos, que de otra forma son indetectables
0 cuya deteccion requiere procedimientos invasivos. Finalmente, hay algunos tipos
de cancer cuya localizacion primaria los hace muchas veces inaccesibles. Es el caso
del carcinoma microcitico y no microcitico de pulmén. Muchas veces las biopsias,
cuando son posibles, son tan escasas que no permiten realizar los estudios de
biologia molecular que requiere el tratamiento de esta enfermedad (mutaciones en
EGFR, translocacion ALK-EML4), Estas pueden aparecer en el curso de la
evolucion. La repeticidn de biopsias es muy invasiva y no siempre factible. En
este trabajo, se disefia y demuestra la efectividad de un dispositivo microfluidico
capaz de focalizar un microflujo en 3D, y en el cual todas las Opticas estan
integradas en el chip, permitiendo la cuantificacion de fluorescencia de CTCs en
muestras reales, con una implementacion técnica que permite su uso en una consulta
u hospital de dia. Para probar el rendimiento del chip, se seleccionaron dos objetivos
de membrana celular; la molécula de adhesion de células epiteliales, EpCAM, y el
receptor tirosina-quinasa, HER2/neu (EGFR2). La eficacia de la plataforma se

demuestra en lineas celulares y en una variedad de donantes sanos y pacientes con
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cancer de mama metastasico: los resultados se comparan con los de las herramientas

de diagnostico convencionales y la citometria de flujo.

5.1.2 Introduccidn: biopsia liquida de Células Tumorales Circulantes
(CTCs)

El pronostico y la evaluacién del tratamiento del cancer de mama se establecen en
el momento del diagnostico mediante el estudio andtomo-patologico,
inmunohistoquimica y biologia molecular después de practicarse una biopsia,
generalmente con aguja gruesa (BAG) o extraccién de muestras quirurgicas. Sin
embargo, en el cancer metastasico (estadios 1V), el conocimiento del estado de
salud actual del paciente en diferentes momentos de la evolucion de la enfermedad
es crucial para la eficacia del tratamiento (1,2). Las biopsias sélidas de metastasis
no pueden considerarse una herramienta de monitorizacién, ya que son altamente
invasivas. Por lo tanto, la evaluacion de la progresion de la enfermedad se logra con
frecuencia Unicamente mediante técnicas de imagen (resonancia magnética,
tomografia computarizada —TC- y tomografia por emisién de positrones —-PET-) y
los denominados marcadores tumorales seroldgicos. Estos ultimos son muy poco
sensibles y especificos. En este escenario, la posibilidad de monitorizar la evolucion
maligna mediante extraccion sanguinea simple y poco invasiva con un dispositivo
de bajo costo podria permitir el concepto de atencion oncoldgica en el punto de
asistencia (point of care), donde todos los pacientes pueden ser adecuadamente
seleccionados en un momento oportuno, a bajo costo y sin depender de un centro
de referencia. Cabe destacar que las células tumorales circulantes (CTC) se han
vinculado a aspectos clave de la deteccion precoz, el diagnostico, el prondéstico y la
monitorizacién del cancer (3). En los Gltimos afios, se han propuesto varios métodos
para la deteccion de CTC en sangre (es decir, biopsia liquida), mostrando valores

diagnosticos y de prondstico variables (4,5).
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5.1.3 Técnicas

5.1.3.1 No microfluidicas

Actualmente, la mayoria de estos métodos se basan en el uso de los anticuerpos de
la molécula de adhesion de células epiteliales (EpCAM) para capturar los CTC y su
posterior caracterizacién con inmuno-tincion o mediante retrotranscripcion y
reaccion en cadena de la polimerasa de transcritos especificos del tipo tumoral
estudiado (RT-PCR) (6-9). Otros métodos emplean las diferencias intrinsecas en
forma, tamafo y / o densidad de las células tumorales en comparacion con las
células circulantes normales para recolectar y después enumerar las CTC, usando
filtros (10, 11), superficies activadas (12-14) o particulas (11, 14 -16). En cuanto a
la identificacion directa de CTCs en la muestra sin enriquecimiento celular, se han
propuesto varias alternativas basadas principalmente en cartometria de flujo (17),
en fluorescencia (18) o en ultrasonidos (19,20). Sin embargo, estos enfoques
requieren costosas técnicas instrumentales que dificultan la aplicacion generalizada

en la préctica clinica diaria en un centro convencional de atencion oncoldgica.

5.1.3.2 Microfluidicas

El concepto “microfluidico” incluye un conjunto de distintas herramientas que
comprenden métodos para la manipulacion precisa de fluidos a pequefias escalas de
longitud (um a mm). Ciertas propiedades de las tecnologias microfluidicas, como
el procesamiento rapido de muestras y el control preciso de los fluidos en el
proceso, han convertido estos dispositivos en candidatos atractivos para reemplazar
los enfoques experimentales tradicionales en la investigacién médica y bioldgica,
asi como en el diagndstico (21). La microfluidica aporta una perspectiva
completamente nueva y una excelente manera practica de manipular células (22-
24). Los dispositivos de microchip pueden prepararse facilmente, utilizando
herramientas estandar de microfabricacion, lo que reduce el coste y simplifica la
comercializacion. Ademas, las plataformas microfluidicas pueden ser facilmente

integradas con técnicas opticas (25), incluyendo los procedimientos elasticos (26)
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e inelasticos (27,28), los que bloquean la luz (22) o los métodos fluorescentes (21).
Esta tecnologia permite que los dispositivos sean portatiles y sencillos, operativos
en ambientes ambulatorios o al lado del paciente, sin la necesidad de grandes

equipos y / o personal especializado especifico.

5.1.4 Objetivos

En este trabajo pretende disefiar un dispositivo de microfluidos de flujo 3D, donde
todas las dpticas estan integradas en el chip, para la cuantificacion de fluorescencia

de CTCs en muestras reales.

Probar su efectividad mediante un disefio diagndstico especifico para cancer de

mama

5.1.5 Resultados y discusion

La molécula de adhesion de células epiteliales, EpCAM (29), y el receptor de
membrana tirosina- quinasa HER2/neu (30), se seleccionaron como dianas de
membrana celular para reconocer células tumorales de cancer de mama HER2
positivo (31-33). EIl cancer de mama representa hasta el 30% del total de canceres.
Entre estos, el 20% expresan HER?2 al diagnoéstico (aparece amplificado). Aunque
parece que este estatus al diagnostico puede cambiar en el curso de la enfermedad,
es decir, pasar de HER2 negativo a HER2 positivo. Ademas, su diagndstico correcto
es esencial 30, ya que diferentes caracteristicas bioldgicas de la enfermedad
requieren tratamientos especificos y diferenciados basados en anticuerpos
monoclonales o inhibidores de la tirosina quinasa (TKI) dirigidos al receptor HER2
0 su via de transduccion de sefiales (trastuzumab, pertuzumab, TDM1 o lapatinib)
(34-37). Teniendo en cuenta que para dicho tipo de tumores hay un tratamiento
especifico, es esencial conocer si se produce dicho cambio, ya que podriamos estar

privando a las pacientes de un tratamiento efectivo.
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La efectividad de la plataforma optofluidica aqui propuesta se demostré en lineas
celulares, asi como para una variedad de donantes sanos y pacientes con cancer de
mama metastasico. Los resultados se compararon con los de las herramientas de

diagndstico convencionales y con los obtenidos por citometria de flujo.

5.1.5.1 Chip optofluidico

El chip microfluidico (Figura 1A) comprende un canal de enfoque de flujo 3D para
la alineacion de células individuales y varias fibras Opticas integradas para
excitacion y recoleccion. La muestra se inyecta en uno de los canales mientras,
simultaneamente, se bombea un flujo de vaina a través de canales adyacentes. La
vaina y los flujos de muestra no se mezclan, sino que limitan la muestra a la region
central del canal (Figura 1B) debido a las escalas de tiempo bajas y la magnitud de
la tasa de difusion implicada en un experimento tipico. Dos zonas de interrogacion,
colocadas con una separacion de 1 mm, se implementan en el chip. Cada una de

ellas comprende:

e una fibra de bombeo (473 nm), que esta orientada
perpendicularmente al canal microfluidico y enfocada en la muestra
restringida, y

e una fibra de captura de fluorescencia (para capturar la emision de

fluorescencia roja o verde).

Las fibras de recogida estan orientadas a un angulo de 45° C con respecto a la fuente
de excitacidn para evitar la recogida de la luz de la fuente de bombeo. Las fibras de
modo Unico se seleccionan para la excitacion de 473 nm, para producir un volumen
de interrogacion del orden del tamafio de las células (Figura 1C). La recoleccion de
la emisidn de fluorescencia se realiza mediante dos fibras Opticas multimodo de
abertura 62,5 um de alta apertura numérica (NA = 0,275), tanto para la
fluorescencia roja como la verde. Esto permite obtener una sefial de fluorescencia
ininterrumpida de las células a medida que fluyen a través de la longitud del
volumen de bombeo. Cabe sefialar que pueden afiadirse mas canales de excitacion

y deteccion facilmente a lo largo de toda la longitud del dispositivo microfluidico.
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5.1.5.2 Registro de la sefial de fluorescencia y emparejamiento de picos.
Para probar el rendimiento del dispositivo se seleccionaron dos lineas celulares:

e AU-565, HER2 positivo / EpCAM positivo, y
e RAMOS, HER2 negativo / EpCAM negativo.

Por consiguiente, para identificar las células positivas se emplearon anticuerpos
anti-HER2 y anti-EpCAM, marcados con isotiocianato de fluoresceina (FITC) y
peridinina-clorofilproteina cianina-5.5 (PerCP/Cy5.5), respectivamente. Estos
“reporters” fluorescentes fueron elegidos en base a sus propiedades de absorcion en
el rango espectral azul (Figura 36D), que encajan perfectamente con la longitud de
onda de excitacion de fibras opticas (473 nm) y sus bandas de emision estan bien
separadas en el rango visible (verde, 532 nm, Para FICT, y rojo, 676 nm, para PerCP
/ Cy5.5). Microscopia confocal de barrido laser (Figura 36E) confirma la tincion
eficiente de AU-565 células, donde HER2-FITC se presenta en verde y EpCAM-
PerCP/Cy5.5 en rojo. La capacidad del chip optofluidico para detectar células
teflidas con fluorescencia, incluso a baja concentracion, se ensayo0 inicialmente en
muestras que consistian en AU-565 (+) mezclado con células RAMOS (-) en
diferentes proporciones (1: 1, 1:10, 1:100 y 1:1000 positivo: negativo). Para la
comparacion con el estandar se llevo a cabo la citometria de flujo en paralelo en las
mismas muestras. La Figura 2A muestra un registro corto de las sefiales de
fluorescencia obtenidas para una muestra con relacién de células positivas 1:10
negativas. Las sefiales rojas corresponden a los marcadores epiteliales de superficie
celular (EpCAM) mientras que el verde se asigna al HER2. La figura muestra la
intensidad normalizada de ambas sefiales fluorescentes. Sin embargo, vale la pena
sefialar que la emision verde es mayor que la roja debido al mayor rendimiento
cuantico de FICT en comparacion con PerCP / Cy5.5. En particular, la Figura 2A
muestra tres tipos de eventos positivos:

e Unico verde,
e Unico rojo
e doble verde + rojo.

Debido a la falta de correlacién entre los eventos aparentemente aleatorios, el

reconocimiento efectivo de las células AU-565 deberia estar asociado sélo con la
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redundancia de sefial (es decir, eventos positivos simultaneos verdes y rojos (Figura

2B), ya que ambas zonas de interrogacion son copias exactas.

Desde el punto de vista experimental, los dos eventos fluorescentes positivos
pueden asociarse a la misma célula, controlando el desplazamiento de tiempo entre
los canales rojo y verde a través de mediciones de correlacion (Figura 2C).
Especificamente, tras la adquisicion de una sefial verde positiva, se seleccionan los
picos rojos mas cercanos y se compara su tiempo transcurrido. Si la distancia
temporal entre ambos picos encaja con el desplazamiento temporal adecuado
correspondiente al tiempo de recorrido de las células que fluyen entre las dos areas
de deteccion, los dos eventos fluorescentes se consideran correlacionados.
Posteriormente, los resultados para una muestra dada pueden representarse como
una funcion de las respectivas intensidades verde y roja. Las Figuras 2 D y E
muestran los resultados obtenidos midiendo una muestra de relacion celular
positiva 1: 1000 (positivo: negativo) con el chip optofluidico y con el citdmetro de

flujo,

Nuclei+HER2
/Ep”C-}M ==

Normalized Intensity ©

300 400 500 600
Wavelength (nm)
—— PerCP/Cy5.5 —— FITC

700

Figura 35: Chip Optofluidico.

Figura 1: (A) Imagen SEM del chip optofluidico. (B y C) Confinamiento de la muestra en la region
central del canal. Una trayectoria de luz azul (C) es visible solamente cuando una célula intersecta
la viga de bombeo. Propiedades de absorcion y emision de los colorantes utilizados para etiquetar
los anticuerpos y su rendimiento en la membrana celular. (D) Absorcion y perfiles de emision de
anticuerpos anti-HER2-FITC (verde) y anti-EpCAM-PerCP / Cy5.5 (rojo). (E) Imégenes de
microscopia confocal de barrido laser de células AU-565 tefiidas con anticuerpos conjugados anti-
HER2-FITC (verde) y anticuerpos conjugados con EpCAM-PerCP / Cy5.5 (rojo). Los nicleos se
tifieron con DAPI (azul). Barra de escala 10 mm.

respectivamente. La citometria de flujo revela un recuento de 43 células AU-565
(que expresan receptores EpCAM y HER2) y 21163 células totales, evidenciando
una relacion de 2,04: 1000 (se pueden atribuir errores experimentales a pequefias

desviaciones de los valores teoricos). Por otro lado, al detectar con el chip
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optofluidico, se identificaron 54 células malignas y 22765 células normales. Esto
corresponde a una relacion de 2,37: 1000, que esta en buen acuerdo con los
resultados observados para la citometria estandar. Cabe sefialar que el dispositivo
optofluidico produce un nimero considerablemente mayor de eventos verdes que
la citometria de flujo, ya que, con un bombeo de 473 nm, la auto-fluorescencia
celular inespecifica, que tiene lugar principalmente en la parte verde del espectro,
se superpone con la emision de fluorescencia de las células marcadas con FITC.
Para el resto de las muestras medidas se observé una similar correspondencia,
validando asi (Figura 2F y complementario de la Figura S1), la utilizacion del

método para su aplicacién en muestras reales.

5.1.5.3 PACIENTES Y MUESTRAS REALES

La presencia de CTCs en muestras de sangre reales se evalud procesando y
analizando la sangre de los diferentes donantes sanos y de las pacientes con cancer
de mama. Entre enero y septiembre de 2016, se incluyeron 3 donantes sanos y 5
pacientes. Todas las pacientes fueron diagnosticadas de cancer de mama
metastasico, con tumores secundarios en diferentes localizaciones anatomicas. Sus
caracteristicas clinicas y evolucion del cancer en el momento de la extraccién de
sangre se resumen en la Tabla 6. En la Figura 3 se incluyen las tomografias
computarizadas (TC) de las pacientes en el momento de la extraccién de sangre. La
paciente 2 se encontraba en remision completa en el momento de la extraccion. Los
datos personales y clinicos se registraron segin los procedimientos clinicos
estandar. Todos los pacientes proporcionaron su consentimiento informado por
escrito antes de su inclusion en el estudio. El estudio fue aprobado por el Comité

local de Etica e Investigacion de Medicamentos.
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Tabla 7: Caracteristicas clinicas y estado de progresién del cancer en el momento de la extraccion

de sangre.
Paciente Edad/Sexo ER/PR Metéstasis Estado
CP1 68/F Positivo Visceral Estable
CP2 41/F Negativo Osea Remision Completa
CP3 59/F Positivo Linfatica Progresion
CP4 44/F Negativo Visceral Progresion
CP5 49/F Positivo Osea Progresion
F, Femenino; ER, estrogen receptor; PR, progesterone receptor.
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Figura 36: Citometria de flujo.

Figura S1: Resultados obtenidos con el citometro de flujo y el chip optofluidico para relaciones
celulares de 1: 1, 1:10, 1: 100 y 1: 1000 Au-565: RAMOS.
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Figura 37: Sefial en el dispositivo optofluidico.

Figura 2: Adquisicion de sefial en el chip optofluidico. (A) Registro corto de las sefiales de
fluorescencia obtenidas para la muestra 1:10. (B) Correlacion cruzada de las sefiales de fluorescencia
verde y roja. (C) Retardo (At = -0.0119 s) entre las sefiales de lectura y la de verde. Resultados
obtenidos con el chip optofluidico (D) y citometro de flujo (E) para una muestra que contiene 1 AU-
565 (HER2 + / EpCAM +) por 1000 células RAMOS (HER2- / EpCAM-). (F) Comparacion entre
el chip optofluidico y las relaciones de células de citometria de flujo de 1: 1, 1:10, 1: 100 y 1: 1000
Au-565: RAMOS.

Para reducir el volumen inicial de las muestras (8 ml), sélo se recogieron las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC), se tifieron y se sometieron a
citometria de flujo y al chip optofluidico. Se comenzé con el procesamiento de la
sangre de donantes sanos, sin CTCs, para establecer un umbral que identificara el
nivel intrinseco de eventos positivos atribuidos a las PBMC normales (Figura 3A'y
S2). Contrariamente a lo observado para las lineas celulares tumorales, no se
observaron eventos espurios EpCAM positivos ni por citometria de flujo ni por el
chip  optofluidico. Por otra parte, el nUmero de eventos positivos HER2 fue

notablemente mayor. En el caso del citometro de flujo, este aumento en el numero
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de positivos de HER?2 puede atribuirse a la interaccion cruzada (aunque baja) de los
anticuerpos anti-HER2 con la molécula de membrana FcyRI (CD64, receptor de
anticuerpos de los neutréfilos) en la poblacién de NK / granulocitos (38). En el
chip optofluidico, este fendmeno biolégico se combina, ademas, con la
autofluorescencia celular de fondo que se registra en el canal verde. Una vez
definidos los umbrales asociados con eventos positivos, tanto para los marcadores
verdes (antiHER?2) como para los rojos (antiEpCAM), se realizaron citometrias de
flujo y mediciones optofluidicas en muestras de sangre de pacientes con cancer
(Figura 3B y S2).
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Figura 38: Resultados en pacientes.

Figura S2: Resultados obtenidos con el citémetro de flujo para las muestras de sangre de donantes
sanos y pacientes con cancer.

Las células tumorales circulantes se cuantificaron en cantidades similares, con
ambos métodos, para cuatro de los cinco pacientes, aungque uno no presento ninguna
(CP2). Estos datos se correlacionan bien con los obtenidos con la situacion clinica
de cada paciente en el momento de la extraccion de la muestra (carga tumoral
estimada) (Tabla 6 y Figura 3D). En primer lugar, las muestras que definen bajos
recuentos de CTC (CP1 y CP5) presentaban metastasis pulmonares estables (CP1)
y derrame pleural maligno asociado a masa mediastinica (CP5), que presentaba
respuesta actual tras cuatro ciclos de tratamiento especifico. Por el contrario, CP4
presentaba una metastasis osteoblastica en progresion actual, mientras que la
paciente con un mayor numero de CTC (CP3) habia sido recientemente
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diagnosticada de progresion iniciando tratamiento en el momento de la extraccion.
En destacable la ausencia de células tumorales circulantes en la sangre de CP2, que
en ese momento estaba en remisién completa (metéastasis en la vértebra cervical C6,
ademas de metéstasis viscerales). Un dato que llama la atencion es que los pacientes
que estan en progresion (CP3, CP4 y CP5) tienen patrones HER?2 similares y bien
definidos que difieren claramente de los donantes sanos, los que estan en remision
completa (CP4) muestra un patron similar a los sanos y, finalmente, los pacientes
estables (CP1) presentan un patron intermedio. Dada la evidencia de que las células
tumorales circulantes pueden presentar una transicion epitelial-mesenquimal
(EMT), es factible que células EpCAM negativas sean, sin embargo, tumorales.
Para establecer esto, habria que utilizar mas marcadores, incluyendo marcadores

mesenquimales (39).
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Figura 39: Resultados optofluidicos y caracteristicas de los pacientes.

Figura 3: Resultados optofluidicos para muestras de sangre y tomografia computarizada de
pacientes con cancer en el momento de la extraccién de sangre. (A) 3 donantes sanos y (B) 5
pacientes con cancer. (C) Tomografias computarizadas de los pacientes con cancer en el momento
de la extraccién de sangre. CP1, metastasis pulmonar (flecha roja). CP2, gammagrafia 6sea y RM
antes (con metastasis litica en C6) y en el momento de la extraccién sanguinea (remisién completa).
CP3, recientemente diagnosticada y no tratada, pero con adenopatia metastésica (flecha roja). CP4,
metastasis osteoblastica vertebral que muestra la progresion dsea actual de la enfermedad (flecha
roja). CP5, derrame pleural maligno (flecha roja) y masa mediastinica (flecha azul). En el momento
del estudio, el CP5 habia recibido cuatro ciclos de tratamiento especifico. (D) Comparacion de los
resultados de las muestras de sangre entre la citometria de flujo y el dispositivo optofluidico.
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5.1.6 Conclusiones

Se ha disefiado y fabricado un chip optofluidico hidrodindmico de bajo costo, con
todas las Opticas integradas, con el fin de realizar biopsias liquidas. Este chip puede
confinar muestras de tal modo que permite detectar células individuales,
proporcionando, por lo tanto, una herramienta eficaz para cuantificar el niUmero de
CTC en una muestra liquida dada. Para evaluar el sistema, se seleccioné el cancer
de mama HER2 positivo, un tumor ampliamente extendido y agresivo que requiere
monitorizacion especial. El sistema fue disefiado con dos detectores para identificar
de forma redundante CTC positivos, mediante la identificacién simultanea de sefial
perteneciente a dos receptores de membrana, HER2 y EpCAM.

Los resultados obtenidos en muestras de sangre real de pacientes con cancer de
mama HER2+ y estadios IV, con diferentes cargas metastasicas y/o progresion,
muestran que el dispositivo optofluidico puede correlacionarse con dicha carga
tumoral. Al mismo tiempo, los resultados se correlacionan bien con los obtenidos
mediante citometria de flujo, asi como con los datos clinicos convencionales de
imagen y seroldgicos. Junto con otros procedimientos de “nueva generacion”
(basados en MALDI-TOF, lateral-flow, o PCR), los resultados que aqui se
presentan son una “prueba de concepto”, que tiene como objetivo construir una
plataforma para la identificacion temprana y la monitorizacion de células tumorales
circulantes y, secundariamente, la enfermedad oncoldgica. Esta plataforma de
deteccion puede extenderse facilmente a la investigacion de otros tumores,
empleando diferentes anticuerpos selectivos. Por Gltimo, con una poblacién
creciente en riesgo de desarrollar cancer, este es un método altamente sensible, no
quirargico, no radiactivo y utilizable en el punto de asistencia clinica (por su
portabilidad), que puede sustituir en el futuro a otras herramientas mas complejas y

de uso centralizado.

102 Eduardo Garcia-Rico



5. Estudio 11

5.1.7 Informacion suplementaria

5.1.7.1 Fabricacion de chips microfluidicos PDMS

Se utilizaron obleas de Si de 3” como sustrato para producir las estructuras SUS8
(SU8-2150, MicroChem Corp). Antes del revestimiento por centrifugado SUS, la
oblea de Si se deshidraté completamente en una placa caliente a 200°C durante dos
horas. Despues se aplicéd un promotor de adhesion (OmniCoat, MicroChem Corp.)
sobre la superficie desnuda de Si y luego se horned en una placa caliente a 200°C
durante un minuto. La oblea se mantuvo a 100°C sobre una placa caliente para
evitar cualquier hidratacion del sustrato. Las guias SU8 se fabricaron empleando
una técnica estandar ampliamente utilizada en el manejo de PDMS
(polidimetilsiloxano). El patron microfluidico de las virutas se grabé utilizando una
litografia laser UV de resolucion submicronica (DWL 66fs de Heidelberg
Instruments) sobre una fotoméascara de cromo de 4 pulgadas. Para la elaboracion de
un solo chip se construyeron dos moldes, uno que contenia las estructuras para la
base del chip, canales microfluidicos y ranuras para las fibras dpticas, y otra de la
cual se moldearon los canales de la tapa, dedicados al enfoque vertical del flujo de
muestra. La anchura de las ranuras de las fibras Opticas se establecié durante la
elaboracion de la fotomdscara a 120 um (5 pm por debajo del didmetro) para
asegurar un agarre adecuado entre el revestimiento de la fibra y el PDMS. Se puso
cuidado durante la construccion de la fotomascara, de modo que, tras la realizacion
de la guia SU8, los canales que contenian las fibras de bombeo vy las fibras de
recogida se alinearan de tal manera que el eje de las fibras se intersecara
exactamente en el centro del canal microfluidico una vez que estuvieran colocados.
Se dispensaron 2 ml de SU8 sobre una oblea de Si de 3 pulgadas deshidratada y
después se centrifugd a 2800 RPM durante 40 segundos con una rampa de 500 RPM
/ s. Estos parametros permitieron obtener un espesor SU8 de aproximadamente 120-
130 um, el requerido para evitar que las fibras sobresalgan de la ranura PDMS. La
oblea con la capa SU8 se endurecio después durante 1 h a 100°C. Una vez que se
termind la coccion suave y el disolvente de la SU8 se evaporé completamente, se
llevé a cabo una retirada de los bordes (EBD —edge bead removal-) de la capa

revestida por centrifugacion SU8. Este proceso permite que la fotomascara esté en
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contacto cercano con la superficie expuesta al SU8 al horno durante la exposicién
a UV, minimizando los efectos de difraccion de luz UV en los contornos de mascara
modelados. La exposicion UV del SU8 se realiz6 con una lampara de descarga de
mercurio con un montaje de alineador de mascara (MG 1410, Karl Suss). Se
encontro que el tiempo de exposicion 6ptimo era de 4,5 segundos para una potencia
de densidad de 124 mW / cm? y para una longitud de onda de referencia de 405
nm. Después de que el SU8 es expuesto, se sigue una coccién a 65°C durante 5 min
y a 100°C durante 10 min. La placa caliente se desconecta y se deja enfriar a
temperatura ambiente. La oblea de Si se desarrolla luego en disolvente PGMEA
(AZ® EBR Disolvente) varias veces hasta que las estructuras SU8 estan expuestas
y no se observa resto SU8 no reticulado en la oblea de Si. Se aplico una exposicion
de oxigeno al plasma al maestro terminado para eliminar la capa Omnicoat expuesta
y dejar una superficie de Si mas limpia. Para ello, se utilizé un grabado con iones
reactivos (RIE —reactive-ion etching-) (PlasmaPro NGP80, Oxford Instruments) y
las condiciones fueron: potencia: 100 W, caudal de oxigeno: 35 sccm, presion: 100

mTorr y tiempo: 1 min.

5.1.7.2 PDMS y posicionamiento de fibra dptica

Los masters SU8 se colocaron en la parte inferior de un recipiente de aluminio con
la cara de las estructuras SU8 apuntando hacia arriba y el PDMS desgasificado
(Sylgard 184, Dow Corning), se vertié mas tarde en el recipiente y se dejé curar a
80°C durante 2 horas. Después su endurecimiento, las placas de PDMS se frotaron
a fondo con tejidos de limpieza dpticos empapados en acetona y enjuagados con
etanol. Las superficies de PDMS se unieron irreversiblemente juntas, exponiendo
las superficies a un plasma de oxigeno generado por RIE en las siguientes
condiciones: potencia: 10 W, caudal de oxigeno: 50 sccm, presion: 80 mTorr y
tiempo: 20 s. Se insertaron un total de cuatro cables de conexion de fibra optica con
conector Unico en un solo chip. Para asegurar una iluminacién adecuada y un haz
gaussiano discreto y limpio en la zona de interrogacion, las fibras se escindieron y
posteriormente se observaron bajo el microscopio para verificar un corte limpio de
la cara de la fibra antes de insertarlas a mano en las entradas de ranuras dedicadas,

situadas a ambos lados del chip. Igualmente, las fibras planas y homogéneas
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clavadas garantizaron una Optima recoleccion de luz para las fibras de recogida.
Cada extremo de la ranura se humedecié con una gotita de etanol, que entré dentro
de la ranura por capilaridad. Esto redujo la friccion y ayudo durante el proceso de

insercion de la fibra.

5.1.7.3 Medicién de muestras con el chip optofluidico

El chip optofluidico se colocé bajo un microscopio invertido (IN480TC-FL,
AMScope) para obtener imagenes claras del enfoque del fluido. Se emplearon dos
controladores de presién (OB1-mk3, Elveflow) para bombear el fluido dentro del
chip: un canal para cada uno de los cuatro fluidos sacrificiales -dos para el enfoque
vertical y dos més para el enfoque horizontal- y un canal para el flujo de la muestra.
El tratamiento independiente de cada flujo de entrada permitio no solo ajustar el
area de la seccion transversal del flujo centralizado, sino también la posicion del
flujo enfocado dentro del canal microfluidico con respecto a las paredes del canal
microfluidico central. La luz de bombeo para ambas zonas de interrogacion
independientes se gener6 mediante un diodo laser (serie 473nm 06-01, Cobolt)
acoplado a un divisor de fibra dptica 1x2 de 50:50 (FC488-50B-APC-1, Thorlabs).
Cada extremo de divisor se acopld a ambas fibras Opticas de entrada de modo Unico
del chip. Las potencias de bombeo tipicas dentro del canal microfluidico durante el
proceso de medicion fueron del orden de 10 mW. Las fibras de parche multimodo
de recoleccion de fluorescencia de dos salidas del chip microfluidico se conectaron
directamente a dos tubos fotomultiplicadores (R928, Hamamatsu) encerrados en
una carcasa de aluminio (PXT1/ M, Thorlabs), usando un conector FC. Para evitar
posibles intensidades de luz de bombeo desde el fotomultiplicador (originadas
principalmente por la luz difusa en las células), dos filtros de paso largo de longitud
de onda de 500 nm (FELHO0500, Thorlabs) se localizaron en la carcasa de aluminio
entre la punta de la fibra dptica y el fotocatodo. Se colocaron filtros de paso de
banda adicionales (86-988 y 33-330 de Edmund Optics) junto a cada filtro de paso
largo para permitir la transmisién de luz seleccionada en cada detector
fotomultiplicador. Ambos tubos fotomultiplicadores se conectaron directamente a
un osciloscopio (TDS 1012B de Tektronix) para visualizar simultaneamente rafagas

de fluorescencia, mientras se llevaba a cabo el proceso de medicion. La resistencia
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interna del osciloscopio (1 M Q) se utilizdo como impedancia de salida. A
continuacion, se aplicd un seguidor de tension de dos canales con tension de
saturacion de 9 V a la sefial de tension del osciloscopio y se utilizé una tarjeta de
adquisicion de datos (NI USB-6212 BNC, National Instruments) para adquirir los
datos de sefial de ambos canales. La baja impedancia en el seguidor de la tension
impidi6 que las imagenes fantasmas aparecieran en uno de los canales,
especialmente a altas velocidades de muestreo en la DAQ. Para minimizar cualquier
ruido proveniente de equipos electronicos se emplearon cables coaxiales para
conectar todos los componentes electronicos de la instalacion. La adquisicion de
datos de la sefial se realizo utilizando un programa Lab-VIEW, que permitid
guardar simultaneamente los datos de los dos canales para ser tratados
posteriormente con el software Scilab para mediciones de correlacion de las dos

sefiales.

5.1.7.4 Medicion de la muestra con el citdmetro de flujo

La citometria de flujo de las muestras se llevé a cabo en un citdmetro de flujo
NovoCyte (de AceaBiosciences), equipado con un laser de excitacion de 488 nmy
filtros de deteccion de 530/30 nm y 675/30 nm. Los datos citométricos se analizaron

con el software NovoExpress y FloJo VX.

5.1.7.5 Cultivo de células

Las células de tumorales AU-565 derivadas de mamiferos que expresaban
receptores HER2 y EpCAM, asi como las RAMOS, HER2, EpCAM negativo, se
obtuvieron de American Tissue Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA)
y se cultivaron en medio RPMI, suplementado con 10% de suero bovino, a 37°C

en una atmoésfera de CO2 al 5%.
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5.1.7.6 Caracterizacion de Fluoréforos

Los perfiles de absorcion y emision para conjugados FITC y PerCP / Cy5.5 se
recogieron con un espectrofotometro UV-visible Evolution 201 (ThermoScientific)
y Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (Agilent Technologies).

5.1.7.7 Marcaje de Células para Analisis de Microscopia

Se recolectaron células AU-565 de placas de cultivo con tripsina / EDTA al 0,25%
y se sembraron en placas de 8 pocillos Ibidi a 1x10° células / pocillo, durante 24 a
37°C en una atmosfera de CO2 al 5%. Al dia siguiente, las células se lavaron con
PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS durante 30 min. A
continuacion, las células se trataron con NP40 al 1% en PBS durante 15 mina 37°C.
Se afadieron 2,0 pg/ml de anticuerpo HER2 ratén-anti-humano HER2 conjugado
con FITC (Abcam) y 2,0ug/ml de anticuerpo de ratén-antihumano conjugado con
EpCAM PerCP / Cy5.5 (Abcam) a células AU-565 durante 1 h de incubacién a
37°C. Finalmente, las células se lavaron tres veces con PBS vy se afiadié DAPI 100
nM para tincién de nucleos. Las células se analizaron mediante microscopia
confocal de barrido laser, utilizando laser de excitacion de 488 nm Yy filtros de
deteccion de 540/30 nm y 650LP nm, para recoger la fluorescencia de FITC y
PerCP / Cy5.5, respectivamente. La fluorescencia DAPI se recogio con filtros de

epi-fluorescencia y las imagenes se procesaron con el software ImageJ.

5.1.7.8 Marcaje de Células para Microfluidica y Citometria de Flujo

Se recogieron las células de las placas de cultivo con tampdn de disociacion de
EDTA al 0,25% de PBS y se colocaron 1x10° células en suspension en PBS 10%
de FBS. Por cada 100 ul de suspension celular se afiadieron (con la proporcion AU-
565: RAMOS apropiada) 4 ul de anti-EpCAM-PerCP / Cy5.5 de raton y 10 ul de
anti-HER2-FITC. A continuacién, las células se lavaron por centrifugacion a 170 g
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durante 5 min y se suspendieron en PBS frio. Las muestras se midieron en el

dispositivo optofluidico y el citdbmetro de flujo.

5.1.7.9 Muestras clinicas

Los datos personales y clinicos se registraron segin procedimientos clinicos
estandar, siendo anonimizados durante el procesamiento. Todos los especimenes se
obtuvieron con el consentimiento informado. El estudio fue aprobado por el Comité
local de Etica e Investigacion con Medicamentos. Se extrajeron 8 ml de sangre en
10 ml de tubos vacutainer que contenian EDTA y se procesaron en las primeras 24
h. Los resultados para CTCs se vincularon a los datos clinicos.

5.1.7.10 Preparacion de muestras clinicas

Se obtuvieron muestras de pacientes y donantes sanos en el Servicio de Oncologia
Meédica del Hospital Universitario Torrelodones-Madrid. Se aislaron células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) usando Ficoll-Paque PLUS (adquirido
de GE Healthcare Life Science). Se afiadieron 15 ml de solucion de Ficoll a tubos
de centrifugacion Leucosep de 50 ml (Greiner Bio One) y la sangre se dispuso como
una capa sobre Ficoll. Las muestras se centrifugaron a 400 g durante 40 min a
180°C, y la capa de PBMC resultante se separd del resto de fases. Los PMBC se
lavaron dos veces en 10 ml de HBSS por centrifugacion a 100 g durante 5 minutos
y finalmente se suspendieron en RPMI-1640 suplementado con FBS al 10%, hasta
su uso. A continuacion, se precipitaron 1x107 células y se colocaron en 100 pl de
PBS 10% de FBS y se afiadieron 4 ul de anti-EpCAM-PerCP / Cy5.5 y 10 ul de
anti-HER2-FITC. Después de 1 horaa TA, las células se lavaron por centrifugacion
a 500 g durante 5 min y se suspendieron en PBS frio. Se siguieron los mismos
procedimientos para la medicion de muestras clinicas en el dispositivo optofluidico

y el citbmetro, como se menciond anteriormente.
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6.1.1 Resumen

La cuantificacion de células tumorales circulantes (CTC) en muestras de sangre de
pacientes con cancer es un enfoque no invasivo para monitorizar el estado de la
enfermedad. Permite medir de forma inmediata, y antes de que aparezcan
manifestaciones clinicas, la actividad de la enfermedad. Simultaneamente, también
permite evaluar la “enfermedad minima residual” tras un tratamiento, las recaidas
tempranas y la eventual resistencia a los tratamientos. Pese a las ventajas tedricas
que ofrece esta metodologia, aun no existe una técnica validada clinicamente. La
mayoria de los métodos propuestos en los Gltimos afios son fenomenoldgicos y se
basan en el uso de anticuerpos marcados con fluoréforos o particulas magnéticas
inmovilizadas sobre superficies para capturar las células tumorales circulantes
(CTCs). Estos anticuerpos estan dirigidos contra proteinas expresadas por las
células tumorales especificas, es decir, epiteliales, mesenquimales o con
caracteristicas histoldgicas predefinidas. No son técnicas dirigidas a caracteristicas
universales, es decir, comunes al “cardcter” maligno. En este trabajo, se disefio y
optimiz6 un método que emplea un analogo de glucosa marcado con un fluoroforo
que aprovecha las diferentes vias metabolicas de las células cancerosas para
discernirlas de células normales. Es caracteristico de las células tumorales y comdn
a todas ellas, independientemente de su tipo histologico, el denominado “efecto
Warburg”. Se trata de la utilizacion preferente de la glicolisis aerobia,

independientemente de la presencia o no de oxigeno.

En particular, y como hallazgo destacable, se demuestra que la sefial de
fluorescencia en las células tumorales se puede maximizar en gran medida mediante
la aplicacion de condiciones de hiperoxia, sin dafar las células. Estos resultados se
demuestran en lineas celulares por fluorescencia confocal y mediciones de

citometria de flujo.

6.1.2 Introduccién

La cuantificacion de células tumorales circulantes (CTC) en muestras de sangre de

pacientes con cancer es un enfoque no invasivo para monitorizar la actividad de la
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enfermedad. Se asume que los tumores primarios liberan al torrente circulatorio
células malignas que serian las responsables de la formacion de metastasis y, por
tanto, del pronostico de la enfermedad. En los dltimos afios se han propuesto
muchos dispositivos y métodos para la deteccion y cuantificacion de CTCs (1,2,3).
En particular, todos estos métodos se basan en el uso de anticuerpos marcados con
fluoréforos, particulas magnéticas o inmovilizadas sobre superficies para capturar
las celulas. Sin embargo, el nimero de anticuerpos o aptdmeros conocidos dirigidos
contra receptores especificos de membrana de células cancerosas es todavia muy
limitado, lo que incluye la familia HER (EGFR, HER2 y EGFR3), GD2, PSAm,
PDGF, etc. (4). Por lo tanto, la mayoria de los métodos, incluyendo el Unico
aprobado por la Food and Drug Administration norteamericana (CellSearch ®,
Janssen Diagnostics), utiliza anticuerpos contra los receptores epiteliales, como
(EpCAM) molécula epitelial de adhesion celular (5, 6). Es bien sabido que, en el
cancer metastasico, las células tumorales experimentan una transicion epitelial-
mesenquimal (EMT). En el EMT, las células epiteliales pierden su polaridad celular
y la adhesién célula a célula o célula a matriz extracelular, y adquieren las
propiedades migratorias e invasivas propias de las células mesenquimales o de las
células madre (7, 8). En esta situacién, una fraccién significativa de los CTC no
expresa ningun receptor epitelial residual y, por lo tanto, no se detecta (6, 7, 9).
Ademas, en la EMT se produce la pérdida de caracteristicas epiteliales
(citoqueratinas, por ejemplo). Esto no significa que haya una conversion de células
epiteliales en células mesenquimales, con sus marcadores de proteina
correspondientes. Ademas, la deteccion de CTC basada en marcadores predefinidos
excluye la mayoria de las poblaciones y fenotipos tumorales secundarios
consecuencia de la enorme heterogeneidad intratumoral (tanto espacial, como
temporal). Una solucion a este inconveniente se basa en el uso de las propiedades
metabolicas intrinsecas de las células tumorales que difieren de las de las sanas.
Especificamente, el efecto Warburg describe el aumento de la glicolisis aerdbica y
la absorcién de glucosa en las celulas tumorales (10), independientemente de su
variabilidad fenotipica y genotipica. Este fendmeno se explota, por ejemplo, en la
tomografia de emisién de positrones (PET) en pacientes mediante la utilizacion de
2- [*®F] fluoro-2-desoxi-D-glucosa (*®F-FDG) (11). Este analogo de glucosa
marcado radioactivamente es internalizado por células tumorales en cantidades
mucho mayores que las células normales, a través de receptores de membrana

especificos de glucosa (GLUT) que se sobreexpresan universalmente en dichas
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células. La sefial de PET de las células tumorales es, por consiguiente, mas alta que
en los tejidos circundantes y, por lo tanto, puede usarse para determinar la posicion

del tumor dentro del cuerpo (12, 13).

En este trabajo, se disefia y optimiza un método que emplea un analogo de glucosa
(2DG o 2-deoxiglucosa) marcado con un fluoréforo de 2-[N-(7-nitrobenzo-2-oxa-
1,3-diazol-4-yl) amino]-2-desoxi-D-glucosa (2-NBDG) (14). Debido a la mayor
captacion de glucosa, la sefial de fluorescencia de las células tumorales es mayor
que las células normales, lo que permite su discriminacion y cuantificacion
mediante citometria de flujo estandar. En particular, la diferencia de sefial se
maximizo bajo condiciones de alto nivel de oxigeno (es decir, hiperoxia). Para este
estudio, se evaluaron células MCF-7 afiadidas en cantidades distintas a muestras de
sangre de donantes sanos. MCF-7 son células epiteliales humanas de cancer de
mama que se han utilizado ampliamente para la investigacion del cancer de mama,
especialmente por su expresion de los receptores de estrdgenos que facilitan la
respuesta hormonal (15-18).

6.1.3 Objetivos

e Detectar células tumorales circulantes aprovechando la propiedad universal

de las células malignas denominada efecto Warburg.

e Optimizar las condiciones en las que es posible dicha deteccidn, alterando

las condiciones del microambiente tumoral.
e Determinar el papel del oxigeno como factor capaz de incrementar la

sensibilidad de este procedimiento.

6.1.4 Resultados y Discusion

El fluoréforo 2-NBDG (2-[N-(7-nitrobenceno-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino]-2-
deoxy-D-glucose se caracteriza por una absorcion azul a 465 nm, lo que produce

una emision intensa a 540 nm tras la excitacion con una linea laser azul (Figura
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1A). Esta molécula se puede utilizar para tefiir las células para su estudio mediante
imagenes de fluorescencia confocal (19). Sin embargo, como se muestra en la
Figura 1B, la diferencia en la intensidad de fluorescencia entre las células normales
utilizadas como control (BEAS-2B) y tumorales (MCF-7) después de la incubacion
con 2-NBDG es demasiado baja para distinguir univocamente los diversos tipos de
células. Se utilizo una tercera linea celular epitelial benigna de mama como control,

ademas de las células BEAS-2B (epiteliales benignas de pulmon).

Se investigaron varios parametros experimentales (tiempo de incubacion, fuerza
ionica, pH, temperatura y contenido de oxigeno) para maximizar la diferencia en la
emision de fluorescencia entre células sanas y tumorales. En particular, las
alteraciones de la fuerza ionica, el pH y la temperatura no produjeron ningtn efecto
relevante. En cuanto al tiempo de incubacion, no se alcanzé ninguna meseta en 30
minutos. Sin embargo, mayores tiempos de incubacion aumentaron la fraccion de
células sufriendo apoptosis o autofagia debido al agotamiento de los factores de
crecimiento (20). De hecho, la 2-desoxi-D-glucosa (2DG), forma no fluorescente
de 2-NBDG, induce estrés oxidativo y secundariamente apoptosis en las células
cancerosas (21). Mas interesante es, sin embargo, el caso de la concentracién de
oxigeno. La incubacién de células cancerosas en ausencia de oxigeno (hipoxia) se
ha utilizado con frecuencia en la literatura para el cultivo de células tumorales con
el fin de establecer lineas celulares (22,23) Por el contrario, la hiperoxia rara vez se
emplea o estudia. Una razon es que el tratamiento a largo plazo en la hiperoxia ha
demostrado tener efectos adversos sobre las células (24, 25). Por otro lado, se
esperaria que un mayor nivel de oxigeno aumentaria la captacion relativa de
glucosa por parte de las células tumorales frente a las normales, ya que la via
respiratoria preferente en las células normales es la fosforilacion oxidativa mientras
que las tumorales, por el efecto Warburg, no estarian utilizando esta via
(dependiente del oxigeno). Este es el concepto que se ensayd en este trabajo. El
objetivo planteado fue, por tanto, aumentar el “contraste” en cuanto a la captacion

de glucosa, entre las células normales y las tumorales.

El metabolismo celular puede ser regulado a través de los cambios de su
microambiente. Por lo tanto, para lograr la maxima diferenciacién entre células
tumorales y células sanas, se optimizaron varios parametros. Se incubaron células

sanas y tumorales con 2-NBDG durante tiempos diferentes, de 1 a 30 min.
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Figura 40: Perfiles de absorcion y emision de los fluoréforos utilizados.

Figura 1: (A) Absorcién y perfiles de emision de 2-NBDG y APC. Las flechas punteadas indican
las lineas de excitacion. Estructura molecular de 2-NBDG. (B) imagenes de microscopia de
fluorescencia de captacion de 2-NBDG para PBMC y MCF-7 incubadas con 300 uM 2-NBDG
durante 30 minutos en muestras que contenian relaciones celulares de 1:10 MCF-7: PBMC. Las
barras indican 40 um.

Se disefiaron un conjunto de experimentos introduciendo variaciones en las
concentraciones de oxigeno (hipoxia, normoxia e hiperoxia) con el animo de
incrementar el contraste de intensidades entre una poblacion tumoral y una
poblacion de PBMC (peripheral mononuclear cells). Esta ultima es la poblacion que
encontrariamos en un procedimiento de biopsia liquida, mediante separacion de
células mononucleares en gradiente de Ficoll. Para las PBMC, la fluorescencia se
incrementa levemente en el curso del tiempo. Alemas, la concentracion de oxigeno
no parece modificar dicha intensidad. Para las células tumorales (MCF-7), aunque
laintensidad se incrementa considerablemente con el tiempo, tanto en hipoxia como
en normoxia, en hiperoxia el incremento es significativamente mayor. La Figura 2B
muestra la diferencia radiométrica de emision entre PBMC y MCF-7, obtenida
dividiendo la intensidad de sefial de las células tumorales entre la misma en las
células sanas, en funcidén de las condiciones de oxigeno. Dichos resultados se
confirmaron mediante microscopia confocal de fluorescencia (Figura 3). En este

ultimo panel se observa un marcado incremento de intensidad si se compara con la
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Figura 1B. Teniendo en cuenta estos resultados, se seleccionaron como condiciones

optimas 30 minutos de incubacidn e hiperoxia.
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Figura 41: Optimizacion de las condiciones de cultivo, concentracidén oxigeno y tiempos.

Figura 2: (A) Optimizacion del tiempo de incubacion de 2-NBDG en diferentes microambientes:
hipoxia, normoxia e hiperoxia. Grafico de paredes 3D con la condicion de oxigeno para cada linea
celular en el eje z, tiempo de incubacidn (min) en el eje X, e intensidad de 2-NBDG. En el eje y, los
resultados se presentan como media * desviacion estandar de tres experimentos independientes (n =
3) para muestras que contienen relaciones celulares de 1:10 MCF-7: PBMC. Se registraron los
valores medianos de 10.000 eventos de citometria para cada muestra. La prueba de Kruskal-Wallis
reveld una diferencia significativa entre las células cancerosas (MCF-7) y normales (PBMC) en
condiciones optimizadas, p <0,01. (B) Diferencia radiométrica en fluorescencia 2-NBDG entre
PBMC y MCF-7 obtenida dividiendo la intensidad de sefial de la célula tumoral por la de las células
normales, en funcion de las condiciones de oxigeno.

Una vez comprobada la capacidad del método para discriminar células tumorales
MCEF7 en relacion con células epiteliales benignas, con fundamento hipotético en
el efecto Warburg (una caracteristica universal de las células tumorales), asi como
definidas las condiciones éptimas (hiperoxia), se procedi6 a simular las condiciones
de una biopsia liquida real. Para ello, se realizd una siembra (spiked) de distintas
concentraciones de células MCF7 (entre 1:1 y 1:10.000, incluidas las condiciones
optimas: 300 uM NBDG en “buffer” fosfato -PBS- , 30 minutos en hiperoxia) en
muestras reales de ceélulas mononucleares de sangre periférica de donantes sanos

(PBMC), extraidas mediante gradiente de densidad en Ficoll.

Se utiliz6 NBDG como marcador metabolico y CD45 como marcador de las células
mononucleares no tumorales (PBMC). Tras su extracciéon mediante Ficoll, las

PBMC (Peripherical Blood Mononuclear Cells) se co-cultivaron en distintas
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condiciones de oxigenacién y tiempos con MCF7. Después de 30 minutos de
incubacion, las muestras se lavaron y procesaron por citometria de flujo. Se
utilizaron laseres azules (488 nm) y rojo (640 nm) para detectar las dos poblaciones:
MCEF-7 en azul y PBMC en rojo (Figura 4). Los eventos positivos son mostrados
en verde, mientras que los eventos en rojo 0 en rojo y verde se consideraron
negativos. Los resultados muestran claramente la capacidad del método para
discriminar células tumorales en un contexto real. En la figura 5A se muestra la
concordancia entre el nimero esperado de eventos y el real. En este aspecto, es
posible extraer, para cualquier ratio de células, una sefial promedio de la
fluorescencia intrinseca de cada célula individual. Esto se obtiene dividiendo la
fluorescencia total, resultado del tratamiento de las con PBMC y MCF-7 con 2-
NBDG, entre el numero de eventos de cada linea celular en cada muestra. El
resultado se muestra en la Figura 5B Para cualquier ratio de células, la fluorescencia
de las células tumorales es doble en intensidad que la correspondiente a las células
normales, permitiendo el reconocimiento de eventos Unicos incluso a altas

diluciones.

Figura 42: Microscopia confocal una vez optimizadas las condiciones.

Figura 3: Iméagenes de microscopia de fluorescencia en de absorcién de 2- NBDG para PBMC y
MCF-7 en condiciones optimizadas para muestras que contenian relaciones celulares de 1:10 MCF-
7: PBMC. Barras de escala = 40 um.

120 Eduardo Garcia-Rico



6. Estudio 1V

2-NBDG
« 30 G
F € 20-
0 10
et R ] ) ey ——— } o
108 100 105 405 07RO Tqor 100 108
lZ»NBDG 'CD45-APC
w
H | £30l
31
10 10 105 108 7103 104 105 106
2-NBDG 'CD45-APC
Mymphocytes MCF-7

Figura 43: Resultados de la citometria de flujo.

Figura 4: Diagramas de citometria de flujo de muestras de MCF-7 y PBMCs con relaciones
celulares (A) 1:10, (B) 1: 100, (C) 1: 1000, (D) 1: 10000 y (E) Sélo PBMCs; Tras la incubacién con
2-NBDG y CD45-APC durante 30 minutos bajo condiciones de hiperoxia. (F-1) Distribuciones de
intensidades de fluorescencia para (F) 2-NBDG y (G) CD45-APC, en una muestra con una relacion
1: 1000 MCF-7: PBMC; Y (H) 2 - NBDG y (I) CD45 - APC, en una muestra de PBMC.
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Figura 44: Correlacion entre proporciones esperadas de células y reales. Fluorescencia promedio.

Figura 5: (A) Comparacién entre las proporciones esperadas y medidas de MCF-7: PBMC para las
muestras incubadas con 2-NBDG y CD-45 durante 30 min bajo hiperoxia. (B) Intensidades de
fluorescencia normalizadas por célula para PBMC y MCF-7 tratadas con 2-NBDG bajo contenido
de oxigeno optimizado y condiciones de tiempo de incubacién. Muestras con relaciones celulares
de 1:10, 1: 100, 1: 1000 y 1: 10000.
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6.1.5 Conclusiones

La deteccion de células tumorales circulantes (CTC) en el torrente sanguineo es el

nucleo de la biopsia liquida.

En este estudio se muestra la factibilidad de usar 2-NBDG para identificar células
tumorales en un medio que contenga otros tipos celulares benignos, particularmente
el medio caracteristico de una biopsia liquida: sangre periférica. Se realiza mediante
el uso de citometria de flujo y se optimizan las condiciones de concentracion de

oxigeno y tiempos de incubacion.

Este método plantea las premisas para el desarrollo de una nueva generacion de
biopsias liquidas, basandose en una propiedad universal e intrinseca de las células
tumorales mas que en caracteristicas fenomenologicas (como la presencia de una
proteina de membrana, etc.). El método aqui propuesto puede superar la mayor
dificultad que encuentran las biopsias liquidas basadas en expresion especifica de

marcadores: la heterogeneidad tumoral.

6.1.6 Informacion Suplementaria (Materiales y Métodos)

6.1.6.1 Cultivos celulares

Las células tumorales MCF-7 y células MCF-12A derivadas de células mamarias y
las células epiteliales bronquiales humanas normales BEAS-2B se obtuvieron de la
American Tissue Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA). Se cultivaron
MCF-7 en medio esencial minimo de Eagle (EMEM) con suero bovino fetal al 10%
(FBS) y 0,01 mg / ml de insulina humana recombinante. Se cultivaron MCF-12A
en medio de Eagle modificado por Dulbecco y medio F12 de Ham (mezcla 1: 1 de
DMEM / F12) con suero de caballo al 5%, hidrocortisona 500 ng / ml, 0,01 mg / ml
de insulina bovina 100 nm / ml de toxina céleray 20 ng / ml de factor de crecimiento
epidérmico humano. BEAS-2B se cultivaron en BEGMTM (medio de crecimiento

epitelial bronquial), suplementado con el contenido del kit BEGMTM
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SingleQuotsTM (catalogo N° CC-4175). Las celulas se mantuvieron a 37° C en un
ambiente humidificado al 5% de CO2.

6.1.6.2 Funcionalizacion de CdSe Qdot

Los CdSe Qdot 625 ITK (adquirido a Molecular Probes, Life Technologies) se
funcionalizaron con amino-polietilenglicol (amino-PEG) 5000 MW, mediante
acoplamiento EDC para aumentar su biocompatibilidad. Se dispersaron 1 uM de
cada Qdot en solucion tampén MES 10 mM (pH = 6,0) y se afiadieron amino-PEG
con una relacién molar 1 (quantum dot) : 100 (amino-PEG). Se afiadio 1-etil-3- (3-
dimetilaminopropil) carbodiimida, EDC, sobre la base de una relacion molar de 1:
1, y lareaccion se dejo durante 2 h. Después, la solucion se centrifugo para eliminar
los agregados grandes a 13.000 rpm durante 20 min, y el sedimento se recogio por
centrifugacion inversa a 2.000 rpm durante 3 min. La funcionalidad de los quantum
dots se verificd mediante evaluacion de su estabilidad bajo disolventes de fuerza

ionica superior, usando fluorimetro.

6.1.6.3 Marcaje celular con Qdot@amino-PEG

Para identificar con éxito diferentes tipos de células en una mezcla de células, se
funcionalizaron previamente los Qdot 625 y 685 y se utilizaron como
identificadores intracelulares para células MCF12A y MCF7, respectivamente.
50.000 ceélulas / pocillos de cada tipo se cultivaron por separado sobre cubiertas de
vidrio dentro de placas de 12 pocillos y dejaron crecer durante 48 h, a 5% de CO2y
37°C. A continuacion, las células se lavaron con PBS 1x precalentado durante 1
minuto y se afadieron 100 nM de cada Qdot@amino-PEG en el medio de
crecimiento celular. Se esperd durante 1 hora. Después de la incubacion, las células
se lavaron 3 veces con 1x PBS. Las células MCF7 (marcadas con Qdot685) se
separaron de la superficie usando solucion de tripsina-EDTA al 0,25% y se
volvieron a cultivar junto con las células MCF12A (Qdot625). Las células co-

cultivadas se dejaron durante 12 h, con 5% de CO> a 37°C.
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6.1.6.4 Optimizacién de la captacion de 2-NBDG en muestras de PBMC.

1- En cultivo:

Para estudiar la captacion y retencion generales de glucosa, las células fueron
expuestas a 300 uM de 2-NBDG para diferentes tiempos de incubacion: 0, 1, 5, 10,
20, 30 y 60 min. Para lograr una mayor acumulacion de 2-NBDG dentro de células
MCF7, las células fueron expuestas a diferentes condiciones basadas en la
concentracion de oxigeno disuelto, temperatura, pH y concentracion de sodio. Los
efectos sobre la disponibilidad de oxigeno se evaluaron exponiendo las células al
entorno de hiperoxia o hipoxia, creadas burbujeando medios de incubacion de 2-
NBDG durante 20 minutos con oxigeno o nitrégeno, respectivamente. El efecto de
la temperatura se estudio cultivando células a 40°C, 200°C o 37°C. El efecto del pH
se evalud a los valores de 7,3, 7,6 y 7,9, respectivamente. Finalmente, se investigd
el efecto de concentracion de ion sodio, afiadiendo solucion de NaCl para alcanzar
10 mM y 50 mM (concentracion final). Posteriormente, las células se fijaron con
solucion de paraformaldehido al 4% en 1x PBS, durante 20 minutos, y después se
lavaron 6 veces con 1xPBS y se montaron sobre ld&minas de vidrio con Fluoromount

G (Southern Biotech), para las mediciones de fluorescencia.

Se cultivaron rutinariamente MCF12A, una linea celular derivada de epitelio
mamario mamario, y una linea celular de cancer de mama MCF7 (American Type
Culture Collection, ATCC, Manassas, VA, EE.UU.) en DMEM / F-12
suplementado con 20 ng / ml de factor de crecimiento epidérmico humano, 100 ng
/ ml de toxina de colera, 0,01 mg / ml de insulina bovina, 500 ng / ml de
hidrocortisona al 95% y suero de caballo donante al 5%; Y en EMEM suplementado
con 10% de suero bovino fetal, 0,01 mg / ml de insulina humana recombinante, 2
mM de L-glutamina y 1% de Penicilina-Estreptomicina, respectivamente. Cada

linea celular se cultivd en una atmésfera humidificada con CO; al 5% a 37°C.
2- En PBMC (Ficoll):

Cantidades determinadas de células tumorales MCF-7 se introdujeron en PBMC
recogidas de donantes sanos. Las células se sedimentaron y se colocaron en 100 pl
de PBS 10% de FBS, 4 pl de anti-CD45-APC (para PBMC) y 100 pL de 2-NBDG
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300 uM para diferentes tiempos de incubacion y disponibilidad de oxigeno: 0 min,
10 min y 30 min; Hipoxia, normoxia e hiperoxia. El entorno de hipoxia se construyo
por burbujeo de gas nitrdgeno en la solucion de 2-NBDG, durante 20 minutos y se
utilizé gas oxigeno para la condicion de hiperoxia. Después, las células se lavaron
dos veces por centrifugacion a 250 g durante 10 min y se suspendieron en PBS frio.
Adicionalmente, se seleccionaron diferentes cantidades de células cancerosas
MCEF-7 y se introdujeron en la sangre: 100.000; 10.000; 1.000 y 100 células para
1x106 PBMCs. Se afadieron las mismas cantidades de marcadores, como se
describid anteriormente, y 300 uM, 30 minutos de tiempo y entorno de hiperoxia

fueron utilizados para la incubacion con 2-NBDG, como condicion optimizada.

6.1.6.5 Medicion de la muestra con el citdbmetro de flujo

La citometria de flujo de las muestras se llevd a cabo en un citometro de flujo
NovoCyte (de AceaBiosciences), equipado con laseres de excitacion de 488 nm y
640 nm y filtros de deteccion de 530/30 nm y 675/30 nm. Los datos citométricos se

analizaron con el software NovoExpress y FloJo VX.

6.1.6.6 Analisis de microscopia confocal por barrido laser

Se recolectaron células MCF-7 de las placas de cultivo con tamp6n de disociacion
celular y 100.000 células se lavaron en 1x106 PBMCs. Se afiadieron las mismas
cantidades de marcadores, como se ha descrito anteriormente, y se usaron 300 uM
y 30 minutos de tiempo para la incubacién con 2-NBDG bajo condiciones de
hiperoxia, como condicion optimizada; y 10 min bajo normoxia se utilizaron como
condicion no optimizada. Después, las células se lavaron dos veces por
centrifugacion a 250 g durante 10 min y se suspendieron en PBS frio. Finalmente,
se dispusieron 100 ul de solucion de células en placas de p-Ibidi de 8 pocillos y se
analizaron mediante microscopia confocal de barrido por laser, utilizando laseres
de excitacion de 488 nm y 532 nm vy filtros 515/30 nm y 650LP para recoger la

fluorescencia. Se aplicaron las mismas condiciones de exposicién para comparar
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las intensidades de fluorescencia 2-NBDG entre las muestras: 40 X macrolense,

69,3% de potencia laser, 13,20 pixeles.

6.1.6.7 Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico para verificar si las diferencias de intensidad entre
la linea celular, la condicion de oxigeno y el tiempo de incubacion eran
significativas. Se seleccionaron un total de 10.000 eventos citométricos (n =
10.000) por muestra. La normalidad de los datos se comprobd mediante una prueba
de Kolmogorov-Smirmow, que mostré una distribucion no normal; por lo tanto, los
datos se presentan como medianas. Para la comparacion de mas de 2 grupos no
paramétricos se realizaron test de Krustal-Wallis y pruebas post hoc en el software

SPSS 22. La significacidn se establecio en P <0,01.
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PERSPECTIVAS

La existencia de CTCs fue planteada por primera vez por Thomas Ashword en 1869
(Ashworth 1869) estudiando la sangre de un paciente fallecido por un céncer. Sin
embargo, hasta 100 afios después no se implementaron las primeras técnicas con
capacidad para detectar este tipo de células tan escasas (1/10° células
mononucleares en sangre). Salgado, en 1959 (Salgado, Hopkirk et al. 1959), y

Alexander, en 1960 (Alexander and Spriggs 1960), tomaron muestras de pacientes
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con cancer, aislando células que posteriormente sembraron en sangre donada por
personas sanas con la intencion de “redetectarlas” (spiking). La primera técnica
inmunomagnética se introdujo en 1998 (Racila et al. 1998) . Sin embargo, ain
faltaban tecnologias capaces de reproducir estos hallazgos y, sobre todo, faltaba la
explicacion de su significado, ya que no siempre que se encontraban dichas células
malignas aparecian metastasis. Por otro lado, en biopsias de médula Osea de
pacientes con cancer de mama en estadios muy precoces (estadios 1) algunos autores
(Redding et al. 1983, Balic et al. 2013), fueron capaces de aislar células malignas.
Este hecho parece tener lugar al menos en un 3% de los estadios I/ll de esta
enfermedad. Se desconoce el significado de este hallazgo, pero se ha relacionado
con las recaidas tardias del cancer de mama. A estas células, presentes desde
estadios precoces, pero solo activas muy tardiamente (en ocasiones hasta 20 afios

tras el diagnostico) se las ha denominado células malignas “durmientes”.

La mayor parte de los estudios de biopsia liquida han sido realizados mediante
técnicas inmunohistoquimicas, es decir, mediante una preseleccion de los
marcadores que se buscan en la célula diana (Cristofanilli et al. 2004) , por lo que
el conocimiento de la dindmica de las metastasis es aun muy limitado. La hipotesis
en que se fundan presupone que el fenotipo tumoral es epitelial. Las estrategias
disefiadas hasta la actualidad para la enumeracién y, en su caso, caracterizacion de
las CTCs, pueden dividirse en dos grandes categorias en funcion de si se plantea
una etapa previa de concentracidn: procedimientos con o sin enriquecimiento
celular. Dada la bajisima cantidad de células tumorales circulantes (1 x 10°
mononucleares, o +/- 1 célula por ml de sangre total), en el primer caso se realiza
un “enriquecimiento” previo al estudio, procedimiento que podra ser negativo (por
eliminacién de células sanguineas no tumorales) o positivo (por seleccion de las
células malignas) (Millner et al. 2013, Ferreira, et al. 2016). En el segundo caso, sin
enriquecimiento, se procede al estudio directo de la muestra tal como se obtiene. A
continuacion, se describen algunas técnicas representativas de distintos enfoques

metodoldgicos:

e Basados en gradientes de densidad: Ficoll (se separan células
mononucleares de la muestra de sangre completa).
e Basados en antigenos de membrana, tanto de los leucocitos o células

hematopoyéticas (CD45), como de las propias células tumorales
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(EpCAM). Casi todas estas técnicas son especificas de tumor
(mama, colon, pulmon o prostata), ya que es preciso conocer los
anticuerpos que se utilizaran. Una variante (MACS: Antigen
Activated Cell Sorting) utiliza el mismo fundamento, pero con
tecnologia de citometria de flujo y la posibilidad de aislar las células
(sorting)

e Basados en el tamafio: se presupone que el tamafio de las CTCs es
mayor que el resto de células sanguineas, por lo que se explota esta
caracteristica, haciendo pasar la sangre por membranas con poros o
por recorridos con barreras (ISET©) (Tan, Yobas et al. 2009).

e Basados en electrolisis (Zheng et al. 2007)

e EPISPOT®: deplecién con anti CD45, seleccién positiva con
CXCR4 y PSA 0 MUCL1 (segun el objetivo).

e Basados en PCR o FISH: deteccién de ADN especifico intracelular.

e Dispositivos microfluidicos con anticuerpos fijos.

e HB-Chip (Herringbone Chip): basado en las variaciones de flujo

laminar en un sistema microfluidico.

Por otro lado, el ADN circulante fue descrito por primera vez en 1948 (Mandel and
Metais 1948) y relacionado con células metastasicas en 1954 (Watanabe 1954).
Aparece tanto en individuos sanos como enfermos, pero las concentraciones son
muy diferentes. Asi, en sujetos sanos la concentracion de ADN en sangre es de 1-
10 ng/ml y en pacientes con cancer de colon fluctta entre 22 y 3922 ng/ml, con una
media de 1157 (Leon et al. 1977, Schwarzenbach et al. 2008). La fraccion de ADN
tumoral oscila entre 0,1% y 30% del ADN circulante total (ctDNA/cfDNA)

Se ha detectado ADN circulante aumentado en pacientes con traumatismos o
inflamacion, por lo que es muy inespecifico. Algunas enfermedades autoinmunes
también cursan con un incremento de ADN en circulacion, como el LES (Lupus
Eritematoso Sistémico). Una vez que comienza un tratamiento sistémico efectivo
en cancer de colon metastasico, las concentraciones de ADN total se reducen
progresivamente (Schwarzenbach, et al. 2008). Asi, el papel que podria jugar el
ADN circulante en el diagnostico y pronéstico oncoldgico se podria enfocar de dos
maneras (igual que en el caso de las CTCs): cuantitativo y cualitativo. Este Gltimo

enfoque depende de la identificacion especifica de las secuencias y esto,
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normalmente, dependera a su vez de que dichas secuencias sean conocidas en

general o especificamente en el tumor primario.

El ADN circulante parece estar muy fragmentado, aunque respecto a esto no hay
un acuerdo unanime en la literatura. Asi, Mouliere (Mouliere et al. 2011) sostiene
que las secuencias significativas son de menos de 150 pb. Otros autores sostienen
que son de 140 o més pb. La discrepancia se debe probablemente a las limitaciones
de la técnica utilizada, PCR cuantitativa. Aunque, por otro lado, dicho tamafio (+/-
140 pb), se corresponde con el tamafio (en unidades de pares de bases) del
nucleosoma, por lo que tendria fundamento encontrar fragmentos mas

frecuentemente de este tamaiio.
Las tecnologias mas representativas son:

e ARMS/Scorpion: utiliza primers para iniciar una PCR si en la diana
esta presente la secuencia complementaria.

e PCR digital: se generan “amplicones” de una sola plantilla
(template) de ADN que se marca con fluoréforos.

e Mutant-Enriched PCR: primers para el ADN no mutado y el mutado
diferentes y posterior digestion especifica del no mutado.

e BEAmIng: basado en la amplificacion de moléculas Unicas de ADN
tras un preprocesamiento en emulsion y posterior amplificacion a

escala masiva.

Todas ellas son dependientes de PCR y, por tanto, precisan de una tecnologia
centralizada y utilizada por personal especializado y dedicado.
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Figura 45: El incremento de publicaciones acerca de biomarcadores es claramente mas rapido que
su traslacion cinica. Modificado de Elisabeth Drucker y Kurt Krapfenbauer 2013

Aun no existe un estandar para la practica clinica de biopsias liquidas. En la Figura
45 puede observarse el retraso existente en el desarrollo de aplicaciones préacticas
de biomarcadores en general y el conocimiento académico de los mismos. Sélo hay
una tecnologia aprobada en Estados Unidos, denominada CellSearch®, para la
enumeracion de CTCs. Este retraso en la aplicacion se debe a la enorme dificultad
que existe en la préctica para coordinar el disefio de procedimientos tecnoldgicos
nuevos con su disponibilidad en la practica clinica comun. Una practica lo
suficientemente amplia como para la realizacidn de ensayos clinicos prospectivos

con potencia estadistica.

El objetivo general que en esta tesis se ha planteado consiste en la superacion de la
dificultad resefiada mediante el desarrollo de nuevas estrategias. Asi, se han
identificado dos niveles del problema: uno estratégico y otro tecnoldgico:

e Estratégico: es necesario un abordaje, directo o indirecto, pero
dirigido a la presencia de células tumorales circulantes o sus
productos, desde perspectivas generales. Es decir, considerando
propiedades universales de las células tumorales. Clasicamente esto
es lo que hasta la actualidad ha planteado la poliquimioterapia: el

abordaje de la proliferacion como propiedad universal del cancer.
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e Técnico: es necesaria la aproximacioén de la tecnologia a los puntos
de asistencia clinica, superando la necesidad de centralizacion y
personal especializado.

En esta tesis doctoral, siguiendo este andlisis, se han planteado y cumplido los

siguientes objetivos, tanto metodoldgicos como estratégicos:

1- Desarrollo de un método rapido, simple y sin marcajes, que combinando la
técnica SERS con un andlisis discriminante de minimos cuadrados (PLS-
DA), permite el analisis de fragmentos de ADN largos con una sensibilidad

de una sola base (primer objetivo especifico)

Se ha demostrado especificamente en la deteccion de mutaciones puntuales tipicas
de cancer de colon en el gen K-RAS en fragmentos que se han considerado tipicos
de ADN tumoral circulante (el tamafio de un nucleosoma). El analisis de dichas
mutaciones es un problema clinico actual, ya que es preciso conocer dicho estatus
mutacional para decidir el tratamiento adecuado (en este caso CETUXIMAB si la
mutacién esta ausente). Hasta ahora la determinacién debe realizarse sobre tejido
tumoral procedente de la cirugia. Por este método se obtiene una toma aislada, que

no permite una posterior monitorizacion.

Se partié del hecho previamente conocido de que los cambios en una sola base en
moléculas de ADN de una longitud determinada son capaces de modificar, bajo
determinadas, condiciones su conformacién espacial. Se disefié un modelo basado
en SERS para detectar, mediante nanoparticulas, el espectro especifico de cada uno
de los posibles cambios de base que tienen lugar en el gen K-RAS en cancer de
colon. Posteriormente se correlacion6 este método con el estandar: la secuenciacion

0 la SSCP (Single Strand Conformational Polimorphism).

La tecnologia aportada cumple los requisitos que se plantean en los objetivos: es
sencilla, de bajo coste y aplicable en centros no especializados. El trabajo realizado
es una prueba de concepto. En el futuro es factible afiadir mas marcadores, incluso

de forma masiva, dado que la tecnologia SERS lo permite.

2- Deteccion de la proteina c-MYC derivada de células tumorales circulantes
mediante la construccion de un receptor capaz de transducir dicha presencia
a traves de las modificaciones especificas en un espectro SERS vy
correlacionar la cuantificacion de la proteina c-MYC derivada del
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procedimiento anterior con la presencia de células tumorales, tanto de lineas
celulares como de muestras de sangre real de pacientes con cancer,
demostrando asi la posibilidad de detectar dichas células mediante un
procedimiento de discriminacion genérico o universal (amplificacion de c-

MYC) (segundo Yy tercer objetivo especifico).

Se construyo un “receptor” especifico de la proteina c-MYC, con fundamento en su
propiedad de heterodimerizarse con la proteina MAX. El receptor peptidico se unié
a materiales plasmonicos especialmente disefiados, de forma que determinados
eventos secundarios al reconocimiento del péptido/c-MYC, se tradujeron en
alteraciones medibles en el espectro. Para ello, el transductor (repérter SERS) se
disefio de tal forma que sus cambios de orientacion molecular en relacién al sustrato
SERS se reflejasen en el espectro SERS, de acuerdo con las denominadas reglas
de seleccidn superficial. Se comprobd la efectividad del sistema mediante lineas
tumorales con alta expresion de c-MYC vy, posteriormente, se testé en sangre real

de un paciente con alta carga tumoral.

3- Disefio de un dispositivo microfluidico de flujo 3D, donde todas las épticas
estan integradas en el chip, para la cuantificacion de fluorescencia de CTCs
en muestras reales y demostracion de su efectividad (cuarto objetivo

especifico).

Se disefid un dispositivo microfluidico capaz de focalizar un microflujo en 3D, y
en el cual todas las Opticas se integraron en el chip, permitiendo la cuantificacion
de fluorescencia de CTCs en muestras reales con una implementacion técnica muy
sencillay ligera. Para probar el rendimiento del chip, se seleccionaron dos objetivos
de membrana celular, la molécula de adhesion de células epiteliales, Ilamada
EpCAM, vy el receptor tirosina-quinasa, HER2/neu (EGFR2). La eficacia de la
plataforma se testd en lineas celulares y en una variedad de donantes sanos y

pacientes con cancer de mama metastasico.

4- Deteccidn de células tumorales circulantes aprovechando la propiedad
universal de las células malignas denominada efecto Warburg o glicélisis
aerobia y manipular dicho efecto mediante la modificacion de la
concentracion de oxigeno en el microambiente tumoral (quinto y sexto

objetivo especifico)
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Se utiliz6 un modelo in vitro con lineas celulares de cancer de mama (MCF7), en el
que dichas células fueron sometidas a distintas condiciones en su microambiente,
con objeto de comprobar su nivel de captacion de glucosa. Se utilizé una molécula
de un derivado de glucosa marcado con un fluor6foro (NBDG) y los datos se
obtuvieron mediante citometria de flujo. Posteriormente se comprobo la efectividad
del método mediante un procedimiento de “spiking” de células MCF7 en sangre
real (tras separacion de PBMC, mediante un gradiente de Ficoll), con resultados

concluyentes de su efectividad.

7.1 Otros hallazgos destacables

7.1.1 Proteina c-MYC como marcador surrogado

Existen dos cuestiones respecto a las biopsias liquidas cuya definicion es
imprescindible para abordar la interpretacion de sus resultados correctamente. Se
trata de la procedencia del ADN (ctDNA) o de las proteinas analizadas. Dicho ADN
puede proceder del tumor primario tras su necrosis o apoptosis de sus células, pero
también puede proceder de las propias células tumorales circulantes o de las ya
mencionadas células diseminadas circulantes (procedentes de las metastasis). Con
las proteinas ocurre lo mismo. Incluso podria ocurrir que el ADN o las proteinas
detectadas no procedieran de células tumorales, sino del propio tejido sano o de
células circulantes del sistema inmune (linfocitos, monocitos, etc.). En todo caso,
si los perfiles de expresion se consiguen correlacionar clinicamente con momentos
bien definidos de la enfermedad, este fendmeno también adquiere relevancia aun
no siendo dependiente de las células tumorales. Se trataria de un epifendmeno, pero
con valor diagnostico o prondstico. Esto podria estar ocurriendo con la deteccion
de c-MYC en PBMC. Aungue en este trabajo se ha utilizado solo un control sano
(una muestra escasa) hay publicaciones con resultados contradictorios. Es
destacable, sin embargo, que no existe ninguna publicacién hasta la actualidad en
la que se evalue la proteina c-MYC plasmatica ni derivada de PBMC. Los trabajos
existentes, muy escasos, se refieren siempre a la amplificacion de ADN de c-MYC,

lo cual no tiene por qué tener relacion con el nivel de proteina. Por lo tanto, este es
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el primer estudio publicado en el que se aborda esta cuestion. La cantidad total de
proteina celular esta relacionada con la fase del ciclo celular dominante en la
poblacién celular que se esté considerando. La variacion de concentracion de
proteinas intracelulares, por ejemplo, entre linfocitos inactivados (en Go ) y
estimulados (G1 y/o G2) es de 20 o 30 veces (Engelhard et al. 1991).

Por todo lo anterior cabria esperar, dado que en sangre periférica las PBMC no
tumorales (linfocitos, fundamentalmente) no estan activadas, que los incrementos
en la concentracion de c-MYC de los extractos de PBMC, procederian de células
tumorales. Segun Park (Park et al. 2009), la deteccion por PCR de cMYC en plasma
es capaz de distinguir pacientes con carcinoma gastrico de sanos con una
sensibilidad de 75,4 y una especificidad de 76,9, aungque con un punto de corte mas
alto, la especificidad llega a 100%. En cancer de prostata también se ha cuantificado
c-MYC, en este caso por FISH tras un aislamiento de células tumorales circulantes
basado en la presencia 0 no de EpCAM (marcador epitelial). En todos estos casos
se trata del ADN o del “gen” c-MYC, pero no de la proteina.

En conclusidn, se demuestra que la presencia de células tumorales circulantes tiene
un impacto en la presencia de la proteina c-MYC en los extractos de proteinas de

PBMC en pacientes con cancer.

7.1.2 La hiperoxia como factor inductor de un incremento de
captacion de glucosa en las células tumorales.

En el cuarto trabajo aqui presentado se demuestra que la 2-deoxiglucosa marcada
(y por tanto la glucosa) se incorpora a las células tumorales de cancer de mama
(MCF7) con mucha mas intensidad que en las células mamarias benignas y que en
las células hematopoyéticas mononucleares. Ambos hechos fundamentan el disefio
de un método universal para la enumeracién y posterior caracterizacion de células
tumorales circulantes, al menos en el caso del cancer de mama. Este hallazgo abre

las puestas a una nueva estrategia de biopsia liquida.

Sorprendentemente, en un medio hiperéxico las células tumorales incrementan esta
captacion de glucosa. Esto es un hecho apenas explorado o descrito en
publicaciones anteriores. La mayor parte de las publicaciones estudian ambientes

de hipoxia o de normoxia (Marchiqg et al 2016, Mohlin, et al. 2016, Schito and
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Smenza 2016, Vadde et al. 2017) dado que es la situacion habitual en los tumores
reales (en el tejido tumoral) debido a su escaso aporte sanguineo. Con este hallazgo
se plantea la hipotesis de que las células tumorales privilegiarian una via metabdlica
volcada a la sintesis de biomasa més que a la generacion de energia (el efecto
Warburg seria su expresion). El oxigeno tenderia a invertir esta situacion, desviando
los recursos de glucosa hacia la fosforilacion oxidativa, por lo que las células
tumorales requeririan mas glucosa para mantener la situacion en equilibrio. Hasta
ahora no se habia descrito el efecto de incremento de captacién de glucosa que la

hiperoxia induce en las células malignas.

7.2 Perspectivas

La metodologia aqui presentada requiere una validacion clinica para definir su
sensibilidad, especificidad, asi como curvas ROC. Pero su utilidad no se limitaala
aplicacion especifica de las dianas que se han definido en este trabajo (c-MYC o
RAS). Se trata de pruebas de concepto que suponen la primera fase de estudios

clinicos posteriores. Los dispositivos presentados son ampliables a otras dianas.

- Seleccidn de
Secuenciacion .
NGS/PCR = | Panelesdedianas

P especificas
INVESTIGACION /

CITOMETRIA
TECMICAS
CENTRALIZADAS

Dispasitivos
Oncology Point of Care

ACTUACION

CLNICA

Figura 46: Aplicacion préactica de los hallazgos.
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Por su sencillez de uso y bajo coste, dichos dispositivos pueden constituir un
instrumento clinico accesible una vez que las dianas han sido definidas por los
estudios centralizados. En la Figura 46 se muestra como los procesos de seleccion
de paneles de biomarcadores (investigacion bésica) convergen al aplicarse en

dispositivos y plataformas basadas en la tecnologia que aqui se presenta.

La Figura 47 esquematiza los dos objetivos clinicos de las técnicas propuestas. Por
una parte, determinar la carga de enfermedad (con todas sus implicaciones
pronosticas, predictivas, deteccion de enfermedad residual o deteccidn de recaidas,
etc.). Por otra parte, caracterizar la enfermedad o sus modificaciones en el tiempo.

Las cuatro tecnologias presentadas se integran en este esquema clinico comin.

CARGA DE ENFERMEDAD

. etADN: NMUT K-RAS -
Cuantificacian

CTCs Captacion Glucosa

OBIETIVO T CG-MYC

Extraccion ADMNARN

SORTING Tpanates |
CARACTERIZACION [ atabdlico aneles |

Optofluidica

Figura 47: Diagrama del proceso de aplicacion clinica de las técnicas de biopsia liquida propuestas.
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8. Conclusiones Generales

1. En esta tesis doctoral se ha demostrado una nueva estrategia basada en la
técnica SERS sin marcaje para la deteccion de mutaciones puntuales en
grandes fragmentos de ADN. El potencial de esta técnica sensible, rapida,
directa y barata para el diagnéstico queda demostrado en la clasificacion
inequivoca de mutaciones clinicamente relevantes en el oncogén K-RAS.
Es preciso validar tanto experimental como clinicamente en ensayos
prospectivos su aplicacién clinica como biopsia liquida. En la actualidad,

aun no hay ninguna tecnologia validada.

2. Se ha construido un receptor peptidico capaz de heterodimerizarse con la
proteina ¢c-MYC, de forma que cuando esto ocurre las alteraciones
conformacionales que tienen lugar son transducidas a variaciones
caracteristicas y especificas en el espectro SERS del receptor. Ha quedado

demostrada su efectividad frente a ELISA, técnica estandar.

3. Se ha planteado y demostrado un abordaje nuevo para la deteccion indirecta
de células tumorales circulantes a partir de la proteina c-MYC, proteina que
por encontrarse elevada en mas del 70% de los tumores, puede convertirse,
mediante la metodologia propuesta en esta tesis, en un nuevo biomarcador

indirecto de la presencia y cantidad de células tumorales circulantes.

4. Se hadisefiado y fabricado un chip optofluidico hidrodindmico de bajo coste
con todas las Opticas integradas, con el fin de realizar biopsias liquidas. Este
chip confina la muestra de tal modo que ha permitido detectar células
individuales, proporcionando, por lo tanto, una herramienta eficaz para
cuantificar el numero de células tumorales circulantes en una muestra

liquida dada. El dispositivo se ha patentado y licenciado.
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5. Se ha propuesto y demostrado una metodologia nueva, que se ha
denominado biopsia liquida metabolica, para la deteccion de ceélulas
tumorales circulantes basada en las caracteristicas metabdlicas diferenciales
de estas células (consumo de glucosa) y se ha demostrado su efectividad en
cultivos, co-cultivos y pacientes reales. EI método se ha patentado y

licenciado.
6. Se ha descrito por primera vez el efecto de la hiperoxia en la captacion de

glucosa por las células malignas. Este efecto se ha utilizado para mejorar la

discriminacion del método de biopsia liquida metabdlica.
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A: AUTORIZACION DEL COMITE DE ETICA

e |

HOSPITALES

INFORME DEL CEIC del GRUPO HM

La Dra. Aimudena Lage, Secretaria del Comité Etico de Investigacién Clinica del Grupo
Hospital de Madrid

CERTIFICA

Que el Comité del Grupo HM, ha evaluado en su reunion del 18 de diciembre de 2015,
Acta N°85, la propuesta del Dr. Eduardo Garcia Rico para que se realice el proyecto de
investigacion titulado:

BIOPSIA LIQUIDA, NUEVO PROCEDIMIENTO NANOTECNOLOGICO PARA EL
AISLAMIENTO Y ANALISIS DE CELULAS TUMORALES Y ACIDOS NUCLEICOS
CIRCULANTES

Caédigo CEIC Grupo HM: 15.12.897-GHM

Y habiendo valorado el proyecto desde un punto de vista ético y metodologico, se emite un
DICTAMEN FAVORABLE para la realizacién del mismo por el Dr. Eduardo Garcia Rico
en el Hospital Universitario HM Torrelodones.

Miembros que pertenecen al Comité:

Dr. Santiago Ruiz de Aguiar, especialista en Farmacologia Clinica.

Dr. Ifiigo Martinez-Gil, especialista en Medicina Intensiva

Dra. Aimudena Lage Moreda, Licenciada en Medicina y Cirugia

D* Raquel Alcantara Partido, Licenciada en Farmacia.

Dra. Maria José Ferreiro, especialista en Neumologia.

Dr. Miguel Angel Reina, especialista en Anestesiologia y Reanimacion.
Dr. Gerardo Romera, especialista en Pediatria.

Dr. Eduardo Garcia Rico, especialista en Oncologia

Dr. José Felipe Varona, especialista en Medicina Intema

Dra. Cristina Lopez-Ibor Alcocer, especialista en medicina familiar y comunitaria
D® Cristina Gonzalez Pérez, Farmacéutica de Hospital

D? Ménica Alcala, Diplomada en Enfermeria.

Dra. Yolanda Quijano, especialista en Cirugia General y Digestiva

Dr. Juan Francisco Rodriguez, especialista en Oncologia

Dra. Estela Vega, especialista en Oncologia Médica.

Dra. Jeannette Valero, especialista en Oncologia Radioterdpica.

Dr. Manuel Marcos Fernandez, especialista en Ginecologia y Obstetricia.
D* Rocio Diaz Sanchez, Licenciada en Quimicas.

Dna. Ofelia de Lorenzo, Licenciada en Derecho

D. Ignacio Garcia Gémez. Licenciado en Derecho

Dfia. Maria Teresa Espina Castrillo, Dto. Juridico Hospital Madrid

C.E.L.C. Grupo Hospital de Madrid
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HOSPITALES

Que en dicha reunién del Comité Etico de Investigacion Clinica se cumplié el quérum preceptivo
legaimente.

Que en caso de evaluar algun proyecto en el que un miembro es Investigador/colaborador, éste se
ausenta de la reunion durante la discusion del mismo.

Lo que firmo en Madrid a 30 de diciembre de 2015

. M

HOSPITALES

Dra. Alimudena Lage
Secretaria CEIC Grupo HM

C.E.I.C. Grupo Hospital de Madrid
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B: CONSIDERACIONES ETICO-LEGALES

1- CONSIDERACIONES LEGALES:

Este estudio se llevarad a cabo en cumplimiento con el protocolo, de acuerdo con la
Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter
Personal; la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de derechos y
obligaciones en materia de informacién y documentacion clinica, la Gltima version
de la Declaracién de Helsinki, el Convenio de Oviedo sobre derechos humanos y

biomedicina, asi como cualquier norma y/o legislacion que le sea de aplicacion.

El investigador, cuando firma el protocolo, se adhiere a las instrucciones y

procedimientos descritos en ellos y a la normativa legal vigente.

2-CONSIDERACIONES SOBRE LAS MUESTRAS:

Las muestras para la realizacion de este estudio seran analizadas y custodiadas en
los centros previamente resefiados para tal efecto. Las muestras serdn recogidas en
tubos convencionales de analitica 0 en tubos especiales (disefiados para el
mantenimiento prolongado de muestras recién extraidas -72 h-). Una vez

procesadas las muestras seran destruidas.

Las muestras seran Unicamente utilizadas para la investigacion propuesta en este
protocolo. Bajo ninguna justificacion las muestras saldran de la custodia aqui
definida.

3-BENEFICIOS Y RIESGOS POTENCIALES PARA LOS PACIENTES:

Pueden no existir beneficios potenciales para los pacientes participantes en este
proyecto. Sin embargo, el mayor conocimiento de métodos de diagndstico precoz,
screening, pronostico y monitorizacion de tratamientos, podrd redundar en una

mejoria general de los métodos actualmente en uso.

Por lo que se refiere a los riesgos, no hay ningln riesgo asociado a la participacion

en este estudio, ya que no se realiza ninguna exploracién y/o procedimiento
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adicional. Tampoco hay visitas especificas, ya que estas coincidiran con la practica
habitual.

4-INFORMACION AL PACIENTE:

La informacion al paciente se suministrara tanto de forma oral como escrita, en un

vocabulario legible y comprensible para un profano en esta materia.

El investigador conservara el consentimiento informado firmado en un archivo y

deberd documentarse, ademas, en los registros médicos de los pacientes.
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C: CONSENTIMIENTO INFORMADO

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO
ASISTENCIAL PARA INVESTIGACION BIOMEDICA.

En el [Nombre del Hospital], igual que en la mayoria de hospitales, ademas de la
asistencia a los pacientes, se realiza investigacién biomédica. La finalidad de esta
investigacion es progresar en el conocimiento de las enfermedades y en su
prevencion, diagndstico, prondstico y tratamiento. Esta investigacion biomédica
requiere recoger datos clinicos y muestras bioldgicas de pacientes y donantes
sanos para analizarlos y obtener conclusiones con el objetivo de conocer mejor las
enfermedades y avanzar su diagndstico y/o tratamiento.

Las muestras y datos clinicos obtenidos para el diagndstico o control de las
enfermedades, una vez utilizadas con esta finalidad, resultan también utiles y
necesarias para la investigacion. De hecho, muchos de los avances cientificos
obtenidos en los ultimos afos en medicina son fruto de este tipo de estudios.
Solicitamos su autorizacion para utilizar el material biolégico sobrante de las
pruebas que, como parte del actual proceso asistencial, se le han realizado o se
le van a realizar en este centro, con el fin de que puedan ser utilizadas en
investigacion biomédica.

Siguiendo lo establecido por la Ley 14/2007, de Investigacion Biomédica, la Ley
Organica 15/1999, de Proteccidn de Datos Personales, y sus normas de desarrollo,
le solicitamos que lea detenidamente este documento de informacién y el
consentimiento informado que se le adjunta al final para su firma, si esta de
acuerdo en participar en esta propuesta

Muestras bioldgicas e informacidn asociada:

en ningun caso se le practicardn mds pruebas de las imprescindibles para su
adecuada atencion médica.

Se guardard y dispondra del material bioldgico sobrante que se le extraiga durante

el proceso asistencial (tejidos bioldgicos), sin que este hecho le cause molestias
adicionales. Las muestras y la informacién asociada a las mismas se custodiaran
y/o guardaran en [Nombre del Hospital] hasta su utilizacion. El sobrante serd
destruido.

Los datos personales que se recojan serdn obtenidos, tratados y almacenados
cumpliendo en todo momento el deber de secreto, de acuerdo con la legislaciéon
vigente en materia de proteccion de datos de caracter personal.

La identificacién de las muestras bioldgicas sera sometida a un proceso de

codificacion. A cada muestra se le asigna un cédigo de identificacién, que sera el
utilizado por los investigadores. Unicamente el personal clinico responsable de su
asistencia podra relacionar su identidad con los citados cédigos. Mediante este
proceso los investigadores que utilicen las muestras no podran conocer ningln
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dato que revele su identidad. Asimismo, aunque los resultados obtenidos de la
investigacion realizada con sus muestras se publiquen en revistas cientificas, su
identidad no sera facilitada. En aquellos estudios en los que no se prevean
resultados potencialmente Utiles para su salud, y de acuerdo con el
correspondiente Comité de Etica, las muestras y datos podran ser anonimizadas,
es decir, no habrd ninguna posibilidad de volver a asociar la muestra con su
identidad. La donacidn tiene por disposicion legal caracter altruista, por lo que
usted no obtendrd ni ahora ni en el futuro ningin beneficio econédmico por la
misma, ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales de los
descubrimientos que puedan conseguirse como resultado de la investigacidon
biomédica. Sin embargo, los conocimientos obtenidos gracias a los estudios
llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance
médico vy, por ello, a otras personas.

Participacion voluntaria. Su negativa NO repercutird en su asistencia médica,
presente o futura
Su participacién es totalmente voluntaria. Si firma el consentimiento informado,

confirmara que desea participar. Puede negarse a participar o retirar su
consentimiento en cualquier momento posterior a la firma sin tener que explicar
los motivos y esto no repercutird negativamente en su asistencia médica, presente
o futura.

Revocacion del consentimiento: si usted decide firmar este consentimiento,
podrd también cancelarlo libremente.

Si en un futuro usted quisiera anular su consentimiento, sus muestras bioldgicas
serian destruidas y los datos asociados a las mismas serian retirados del Biobanco.
También podria solicitar la anonimizacion de las muestras, en cuyo caso se
eliminaria la relacién entre sus datos personales (que revelan su identidad) y sus
muestras bioldgicas y datos clinicos asociados. Los efectos de esta cancelacion o
anonimizacion no se podrian extender a la investigacidn que ya se hubiera llevado
a cabo.

Si deseara anular su consentimiento, debera solicitarlo por escrito al Director del

Biobanco, en la direccién anteriormente indicada.

Informacion sobre los resultados de la investigacion: se le proporcionard
informacion si usted desea recibirla

En el caso de que usted lo solicite expresamente, el Biobanco podra
proporcionarle informacion acerca de cudles son las investigaciones en que se han
utilizado sus muestras y de los resultados globales de dichas investigaciones, salvo
en el caso de cancelacidn o anonimizacién.

Los métodos utilizados en investigacion Biomédica suelen ser diferentes de los
aprobados para la practica clinica, por lo que no deben de ser considerados con
valor clinico para usted. Sin embargo, en el caso que estas investigaciones
proporcionen datos que pudieran ser clinica o genéticamente relevantes para
usted e interesar a su salud o a la de su familia, le serdn comunicados si asi lo
estima oportuno. Asimismo, podria darse el caso de obtenerse informacién
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relevante para su familia, le correspondera a usted decidir si quiere o no
comunicarselo.

CONSENTIMIENTO INFORMADO
UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO
ASISTENCIAL PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

El abajo firmante autoriza al Hospital [Nombre del Hospital] a que el material bioldgico sobrante
de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso
asistencial sean utilizadas con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacién biomédica,
siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacion
competente. Esta autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la
informacion adjunta.

Confirmo que:

1. Autorizo que el excedente de material bioldgico utilizado para pruebas diagndsticas y la
informacion clinica asociada se utilice para investigacién en los términos recogidos en el
Documento de Informacién al Donante: 0 SIC  NO

2. Deseo que se me comunique la informacién derivada de la investigacion que realmente sea
relevante y aplicable para misalud o la de mifamilia @ SIO NO Teléfono o E-mail de
contacto.....ceveeiiiiiiiiiiiis

3. Autorizo a ser contactado en el caso de necesitar mas informacion o muestras bioldgicas
adicionales

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y
métodos de las investigaciones:

DONANTE PERSONA QUE INFORMA
Firma Firma
ENuee - . (o FTR de...un.....

CONSENTIMIENTO INFORMADO ANTE TESTIGOS
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UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO
ASISTENCIAL PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

DNL.ooeiiiiiirieee Edad....cccoouvevennnennn.
Nombre y apellidos del testigo que firma.........ccocueeeiiiiiiiniiii e
DNL.ooiiiiiiirieee

El abajo firmante confirma que el donante:

1. Autoriza al Hospital [Nombre del Hospital] a que el material bioldgico sobrante de las pruebas
que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean
utilizadas con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacion biomédica, siempre que
éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién competente. Esta
autorizacidn la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién
adjunta.

2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacion que realmente sea
relevante y aplicable para su salud o lade sufamiliad SIO NO Teléfono o E-mail de
CONLACLO v

3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mds informacién o muestras bioldgicas
adicionales

O sSIO NO Teléfono o E-mail de contacto: .......ccceeeeevvevecererrcererserennns
4. Ha expresado su deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y
métodos de las investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TESTIGO PERSONA QUE INFORMA
Firma Firma
ENuee - (o T de.nnnnnns

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO
ASISTENCIAL PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

POR EL DONANTE:

T 0 I/ 0] o T- TR €CON DN e
anulo el consentimiento prestado en fecha.......... de.ieniiiiiiins de 20.......... y no deseo
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proseguir la donacién voluntaria al Biobanco [Nombre del Biobanco], que doy por finalizada al dia
de hoy.

O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.

O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.

La muestra quedard anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de
investigacion.

O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:

POR EL TUTOR/REPRESENTANTE LEGAL DEL DONANTE:

o 0 I/ 0 o T- CONDNI e , Como
representante legal de D/Dfa........cccoveeeeereverrrecresnnnecesnenneens , CON DNLovcierieeee e , anulo el
consentimiento prestado en fecha.......... deeiiniieieeee, de 20....... y no deseo proseguir la

donacidn voluntaria al Biobanco [Nombre del Biobanco], que doy por finalizada al dia de hoy.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.

O SOLICITO ELIMINACION SOLO LOS DATOS PERSONALES.

La muestra quedard anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de
investigacion.

O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
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Conformational SERS Classification of K-Ras Point Mutations for

Cancer Diagnostics

Judit Morla-Folch®, Patricia Gisbert-Quilis’, Matteo Masetti, Eduardo Garcia-Rico,
Ramon A. Alvarez-Puebla,* and Luca Guerrini*

Abstract: Point mutations in Ras oncogenes are routinely
screened for diagnostics and treatment of tumors (especially in
colorectal cancer). Here, we develop an optical approach based
on direct SERS coupled with chemometrics for the study of the
specific conformations that single-point mutations impose on
a relatively large fragment of the K-Ras gene (141 nudeo-
bases). Results obtained offer the unambiguous dassification
of different mutations providing a potentially useful insight for
diagnostics and treatment of cancer in a sensitive, fast, direct
and inexpensive manner.

Ras family of proto-oncogenes consists of three functional
genes with similar structure and sequence (/- Ras, N-Ras and
K-Ras)"' In particular. the K-Ras encoded GTP binding
protein sits at the center of many signal transduction path-
ways, controlling mechanisms of cell growth and differentia-
tion.”! Single nucleotide mutations in K-Ras (with codon 12
and 13 of exon 2 as the most frequently mutated sites, and
codon 17 as an infrequent but cinically relevant mutated
site)'! yield highly oncogenic responses with the largest
incidence of colorectal, lung, and pancreatic cancer. Cur-
rently, specific treatments are applied ding to the
different disorders d with the distinct K-Ras muta-
tion.!*! Therefore, the deter of the K-Ras punctual
mutations is essential for diagnosis and prognosis'4

During the last few years, the label-free direct surface-
enhanced Raman scattering (SERS) chamcterzation of
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nucleic acids (NAs) has evolved rapidly!d However. the
detection of single-point mutations has been limited so far to
small fragments (sequences shorter than 25 nucleotides, 25-
nt).! In these short fragments, changes introduced in the
SERS spectra of NAs by single-base substitutions are mostly
related to the relative intensity increase of the vibrational
features ascribed to the new nucleobase with respect to those
associated with the removed base.”) However, for large NA
fragments this class of vibrational changes is undetectable.
Fortunately, the SERS spectra of NAs is not the merely
weighted sum of individual contributions from each structural
sub-units.”! If base composition plays the major role in
defining the vibrational profile, secondary and tertiary
structures resulting from hydrogen bonding. ring stacking
and chain folding. confers a second layer of charactenstic
spectral differentiation.” Under non-denaturing conditions,
single-stranded DNA  (ssDNA) fragments can fold into
unique 3D conformational geometries molded by intramo-
lecular interactions delineated by the specific nucleobase
sequence.” Outstandingly, even single-base substitutions can
produce changes in the secondary structure which can be
detected by monitoring the diverse mobility of the ssDNA
fragments on a non-denaturing electrophoresis gel™ This
process laid the foundation for the development of the single-
strand conformation polymorphism (SSCP) technique, widely
used in molecular biology as a mutation scanning technol-
ogy ! The length of the ssDNA plays a key role in
determining the single-base discrimination sensitivity of
SSCP. with 100 to 600-nt being approximately the optimal
size range."™ In fact, while single base substitution has lesser
chance to significantly perturb the overall folded state in
exceedingly long ssDNA, too small fragments show reduced
ability to form stable and reproducible high-order struc-
tures.*!!

Here, we exploit the concept of SSCP to develop a fast,
simple and label-free method, which combines SERS with
partial least square discriminant analysis (PLS-DA), for
discriminating long ssDNA fragments with single-base sensi-
tivity. Such an “SSCP-derived” label-free SERS approach
classifies ssDNAs based on the unique strand conformations
imposed by different point mutations, rather than by changes
in the base composition. This allows overcoming the intrinsic
limitations of previously reported direct SERS methods
which were restricted to the detection of point mutations in
very short strands, thus hampering their implementation into
real-life applications. As a proof-of-concept, we illustrate the
potential of this technique by using long fragments (141-nt) of
the K-Ras""! gene containing different clinically relevant
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point mutations and supporting the experimental results with
theoretical calculations.*

Long ssDNA consists of a linear chain of nucleotides with
thin diameter and high flexibility that, under physiological
conditions, normally form stacked domains interspaced with
other domains with random-coiled configuration.!"!) How-
ever, at a low salt solution (<2mu NaCl), the dominant
electrostatic repulsions between the negatively charged
phosphates in the backbone largely prevent the nucleobases
of ssDNA with relatively random sequence from approaching
and pairing by hydrogen bonding."*! This structural reorgan-
zation is clearly reflected in the SERS spectra of a 141-nt
strand (wild-type. WT,,;: Figure1). obtained by adding

£00 800 1000 1200
Raman Shift (cm™)
Figure 1. SERS spectra of the 141-nt ssDNA (WT,,) in low saltand
high salt solutions. DNA concentration was kept constant to 2 ug per
100 pL of colloids. The SERS samples were prepared by adding an
aliquot of ssDNA solution to collids (both solutions were at 25°C).

T
1600

equimolar amounts of ssDNA, either dissolved in Milli-Q
water or in phosphate buffered saline (PBS. 0.1m). to
AgNP@Sp colloids (see Figure S1 in the Supporting Infor-
mation).**I The transition from low to hlgh salt concen-
tration determines an e ded spectral reshaping cc

of a set of changes which matches those observed whcn
individual single-strand units are hybridized into the corme-
sponding duplex.*! These include, among others, the large
redshift of the carbonyl stretching modes at 1650 em . which
is informative of the formation of Watson-Crick hydrogen
bonds, as well as the blue-shifts of the ring-breathing modcsal
680, 730, and 790cm ™’ (comesponding to the g
adenine, and cytosine + thymine residues, respectively)
which are associated with base stacking®! Thus. when
ssDNA fragments are dissolved in the AgNP@Sp low salt
solution ([NaCl] < 1 mu), they initially exist in the bulk
mainly in an elongated form*! then followed by their rapid
adsorption and wrapping around the cationic nanospheres
that act as compaction agents."’!

The relative chain-per-nanoparticle size ratio is expected
to play a major role in determining the final DNA con-
formation on the 3D nanoscale ob;ccl This is well mﬂecled
by the molecular dy (MD) simulations of the binding
of long 141-nt and short 20-nt segments to cationic nano-
particles of about 23 nm in diameter. Figure 2 shows the
electrostatic energy of the 141-nt strand/AgNP@Sp systems at
low salt concentration plotted against time. A total of six

www.angewandte.org
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Figure 2. of the adsorption and wrap-
ping process of 141 nt ssDNA at low salt concentration. The difference
in electrostatic energy is plotted against time for six different starting
geometries (offset between the nanoparticle and the center of the
single-strand sequence ranging from 0 to 250 A). Representative
configurations are reported for the starting geometry with an offset of
200 A (blue circles in the plot). In the simulation snapshots, the DNA
backbone is shm asa red tube, while positive charges on the

rticke are displayed as blue sph For clarity, the nanoparticle
model is rendered as a single white sphere.

starting geometries were studied. differing by the position of
the nanoparticle with respect to the axis of the single-strand
sequence (offset 0-250 A from the center to the end). As it
can be seen, the electrostatic energy rapidly decreases in time
with an approximately exponential decay for all the inves-
tigated geometries. Representative configurations extracted
from one trajectory demonstrate that the energy plateau
corresponds to states where the whole single strand was
completely wrapped on the nanosphere surface. This behavior
should be compared with equivalent simulations performed at
high salt concentrations (Figure S3). showing that much
longer times are required to converge the energy. In one
case (offset=200 A). the wrapping process was not even
completed within the total simulation time (10 ps). mirroring
a substantially less efficient adsorption process. Conversely,
the binding process of 20-nt ssDN A at low salt concentration
turned out to be strmightforward, with the short strands
rapidly relaxing over the surface nght after establishing
favorable interactions with the surface positive charges
(Figure S4).

Direct SERS classification of long ssDNAs with point
mutations was performed on 141-nt segments of K-Ras gene,
extending from the end of intron 1 to exon 2 of chromosome
12 (Figure S5). All 141-nt sequences were designed consider-
ing the recognitionssites for different restriction endonuclease
enzymes, such as CviAll and Hpy 16611. Point mutations were
selected among those for which testing should be performed
in patients The first sample (WTy,) corresponds to the
wild-type sequence while the remaining four (MTx,;,, where
x =1 to 4) contain from one to three mutations spread at the
codons 12, 13, and 17 (Table S1). On the other hand, two sets
of shorter homologous sDNA fragments (20-nt and 35-nt)
including the codon 12-17 region (Tables S1 and S2) were

Angew. Chem. Int. Ed. 2017, 56, 23812385
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similarly analyzed by SERS to evaluate the impact of the
strand length on the ability to discriminate base substitutions.
Notably, the efficient electrostatic interaction between the
negatively charged phosphate backbone of DNA and the
spermine ligands, bound at the metal surface, enables the
rapid nanoparticle aggregation into highly SERS-active and
stable clusters in suspension yielding intense, well-defined,
and reproducible SERS spectra, independently of the chain
length <!

Figure 3A shows the resulting SERS spectra of 20-nt
ssDNA samples. The spectra were baseline corrected and
nomalized to the phosphate stretching band at 1089 cm ',
which is largely insensitive to base stacking or temperature."’
The SERS signatures of these short strands exhibit evident
differences, which are mostly dominated by alterations of the
relative intensities attributable to the heterogeneous base
composition. Direct comparison of the SERS data by differ-
ence SERS spectroscopy (Figure S6) helps to visualize these
changes, generating SERS difference spectra containing
positive and negative features, respectively. associated with
the introduced and the replaced nucleobases. Identification of
single-base sensitivity is achieved as previously described in
the literature. ! However, new light can be shone on the
discimination capabilities of direct SERS when partial least-
squares discriminant analysis (PLS-DA), a well-established

Communications

(A)

00 80 1000 1200 1400 1600
Raman Shift (cm™')
Figure3. SERS spectra of A) 20-nt and B) 141-nt ssDNA. All spectra
were normalized to the vPO, band at 1089 cm . The illustrated
spectra are obtained by averaging 54 spectra from 18 independent
replicas per sample (three measurements per each replica). The DNA
concentration was kept constant to 2 pg per 100 pL of colloids. SERS
samples were prepared by adding an aliquot of ssDNA solution to
colloids (both solutions were at 25°C).
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and statistically robust classification method. is performed on
the SERS datasets from 20-nt ssDNA samples. In fact, class
predictions calculated by the PLS-DA supervised model and
encompassing 54 spectra per sample (Figure S7) show that not
only sample groups of 20-nt ssSDNA with different base
composition (WT,,, MT1,, MT2,, and MT4,) can be
distinguished with 100% sensitivity and specificity but also
for strands which differ only in their base sequence (MT3y,
and MT4,). In this latter case, the spectral differences are
subtler than for samples with different base composition:
nonetheless, PLS-DA assigns the samples into twostatistically
close but still differentiable classes. This is consistent with
normal Raman studies that showed how base-sequence can
potentially add a further layer of spectral differentiation
among Raman signatures of DNA with identical base
composition but different primary structure.”!

Extension of the ssDNA from 20-nt to 35-nt yielded very
different results. Dilution of the single-base mutations over
such chain length suppresses the capability of the direct SERS
method at detecting base substitution, independently of the
type and position of the mutation (Figure S8 A). Accordingly.
PLS-DA model no longer classifies the samples into statisti-
cally different classes (Figure S8B). Outstandingly, when
point mutations are otherwise included in 141-nt fragments,
SERS spectra consistently reveal well-distinguishable vibra-
tional profiles (Figure 3B and Figure S9). yielding full
discriminatory power with single-base sensitivity (Fig-
ure 4 A). In particular, SERS spectra of long ssDNAs display
a new feature at 644 cm ' which has been ascribed to A + G
ring stretching weakly coupled with deoxyribose vibrations.' ™!
This band is diagnostic of a C3'-endo/anti-nucleoside con-
formation, a spectral marker associated to an A-form of the
DNA backbone.”™! which nonetheless still co-exists with the
intense G ring breathing band at 684 cm ', characteristic of
the C2"-enda/anti conformation of the B-form backbone !
This result shows a transition from regularly ordered back-
bone geometry of type B, as revealed in short 20-nt and 35-nt
ssDNA (Figure 3A and Figure S8A), to a broader set of
different conformations for 141-nt fragments. A similar shift
in conformation was determined by normal Raman studies
when the protein-free single-stranded genome of bacterio-
phage ®X174 in solution was packed into the viral capsid.™!
Likewise, we can suggest that geometrical constraints
imposed by the interaction with cationic nanoparticles may
possibly reduce the degree of secondary structure order in
long ssDNAs. Moreover. differently to what observed for
short strands, the spectral changes of the 141-nt ssDNA SERS
signatures are not uniquely associated with alterations of
relative band intensities but significant peak shifts are also
observed, such as those of the C+T ring stretching at
1180 c¢m* and the ensemble of carboxyl vibrations approx-
imately centered at 1640 em ' (Figure 3B). PLS-DA was
performed on the 141-nt DNA SERS spectra allowing the
classification of the five different fragments (Figure 4A). The
role of the specific nucleobase substitution on the discrim-
inatory capability was further investigated by direct SERS
analysis of 141-nt fragments with different single base vanants
in codon 12 (specifically: G—A, G—T and G-C, Fig-
ure $10). Similarly, PLS-DA was used to establish statistically
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Figure 4. Partial least-squares discriminant analysis (PLS-DA) of SERS
spectra from 141-nt ssSDNA The score plots are represented by the
first three latent variables (LV) and each spectrum is denoted by
adata point within 95% confidence ellipses, their position is charac-
teristic for each sp fe The analyzed SERS spectra were
quired from samples prepared by mixing an aliquot of ssDNA
solution to colloids at different temperature: A) both at 25°C; B) ther-
mally treated ssDNA solution at 60°C to colloids at 25°C; and
C) thermally treated ssDNA solution at 60°C to colloids at 4°C.

gnifi diffe b SERS spectra and, even for
sequences with single-base substitution, the results showed
100 % sensitivity and specificity (Figure S11). The outcome of
the vibrational analysis is consistent with the picture provided
by MD simulations. There. short strands extend over the
nanoparticlein a linear fashion, sensing the metallic surface as
almost flat. Under this scenario, conformational differences
between strands are minimized and the discrimination
between their corresponding SERS profiles largely relies on

sequence is forced to bend and fold around the nanobject.
that strand-to-strand geometrical homogeneity is lost, as also
reflected in the spectral changes in the SERS spectra of long
fragments.

For comparison, single-strand conformation polymorph-
ism (SSCP) analysis was also carried out on the 141-nt
fragments (Figure S12). SSCP electrophoresis of DNA
strands is extremely sensitive to a large set of experimental
parameters which are routinely optimized in an empirical
fashion.” "l Accordingly, we conducted several SSCP meas-
urements under different conditions, which allowed us to
finally resolve double- and triple-point mutations from wild-
type but notsingle-base substitution (Figure S12D). While we
cannot rule out that a more extended optimization process
would enable the identification of a specific set of exper-
i 1 diti more suitable for the sful SSCP
discrimination of all investigated sequences, these results
clearly demonstrate the efficiency of our SERS method at
differentiating point mutations in a much simpler and
reproducible fashion. To this aim. the dependence of the
discrimination sensitivity of the direct SERS method from
key experimental variables was examined. Specifically, as the
compacting agent (nanoparticles) and ionic strength are fixed
parameters in our SERS experiments, we selected temper-
ature (7') as the experimental variable since 7'is well-known
to affect the high ordered structure of long ssDNA. I SERS
spectra illustrated in Figure 3B and statistically classified in
Figure 4 A, were obtained by mixing aliquots of ssDNA
solutions and colloids both at 25°C. On the other hand, when
ssDNA solutions were previously thermally treated at 60°C
for 15 minutes and then directly added to cationic colloids
(kept at 25°C), a general decrease of discrimination efficiency
was observed (Figure 4B). This result is consistent with the
homogeneous chain extension that a thermal pre-treatment
imposes on ssDNA strands®! thus removing any residual
intramolecular interactions. Accordingly, the sensitivity is
largely recovered when thermally treated fragments are
instead mixed with colloids at 4°C (Figure 4C). In fact, low
temperatures are expected to favor the efficient compaction
of the DNA fragment”! onto the metallic surface. Inany case.
it is worth stressing that SERS spectral profiles did not
undergo major alterations upon such large temperature
changes (Figure S13). This indicates that the electrostatic
interaction of the flexible ssDNA chain with cationic nano-
particles remains the main driving force leading to the final
higher-order structure, therefore providing the SERS method
with high robustness against the intrinsic variability of normal
test conditions.

In summary, we report a novel label-free SERS approach
for the detection of point mutations in large DNA fragments.
This methodology mimics the concept of the single-strand
conformation polymorphism technique. by exploiting the
large conformational changes that single- and multiple-base
substitutions impose on long single-stranded chains. The
potential of this sensitive, fast, direct, and inexpensive
technique for diagnostics was demonstrated in the unambig-
uous classification of relevantly clinical mutations in K-Ras

the weighted contributions of individual nucleob Differ-
ently, when ssDNA length is enlarged to the point where the

© 2017 WikeyVCH Verlag GmbH & Co. KGaA Weinhem
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ABSTRACT: Blood-based biomarkers (liquid biopsy)
offer extremely valuable tools for the noninvasive diagnosis
and monitoring of tumors. The protein ¢MYC, a
transcription factor that has been shown to be deregulated
in up to 70% of human cancers, can be used as a robust
proteomic signature for cancer. Herein, we developed a
rapid, highly specific, and sensitive surface-enhanced
Raman scattering (SERS) assay for the quantification of
¢-MYC in real blood samples. The i h relies

on the use of specfically designed hyr:rid p
materials and their bioderivatization with a selective
peptidic receptor modified with a SERS transducer.
Peptide/c-MYC recognition events translate into meas-
urable altcranons of the SERS spectra associated with a
of the ducer, in

with the surface selection rules. The eﬂiuency of the
sensor is demonstrated in cellular lines, healthy donors and
a cancer patient.

he molecular characterization of tumors is consistently

applied in dinical oncology to guide treatment decisions.
These analyses are typically performed on solid tissues acquired
through an invasive biopsy at diagnosis. However, tissue biopsies
are challenging as they are costly, painful, or potentially risky for
the patient. Thus, the development of noninvasive methods to
detect and monitor tumors is a mzior need in oncology. Blood-
based biomarkers (liquid biopsy)' have a considerable potential
for the diagnosis and monitoring of cancer. Cmul.mng tumor
cells’ and circulating tumm' nucleic acids’ are all options,

emyc gene that plays a major role in coordinating cellular
metabolism with cell cycle and has been shown to be elevated or
deregulated in up to 70% of human cancers.' Unlike other proto-
oncogenes whose activity is dependent on mutations, truncations,
or gene fusions, the oncogenicity of the c-myc gene is usually
sccondary to loss of transcriptional control lcadmg to over-

p and accumulation of normal protein.” Furthermore,
the ¢-MYC protein is not associated with any specific transcrip-
tional program, but it appears to be a universal amplifier of gene
expression, increasing the transcription at all active promoters.”
Thus, the evaluation of the concentration of this protein in blood
can be used as a criteria for the diagnosis and monitoring of
tumors.

14,

fication and fication of p in blood is
normally performed by using standard unmunologncal techniques
such as Western Blot (WB) or ELISA. Although robust, these
hods are tedi lengthy, expensive and, in the case of WB,
have low sensitivity. In recent years, surface-enhanced Raman
scattering (SERS) spectroscopy- has emerged as an excellent
alternative for the detection, quantification and characterization
of biopolymers. SERS has been cmployed duectly for ultra-
sensltxvequanuﬁuuonofpnonu, green " oryellow'” fluorescent
proteins, and others."' Most of these determinations were carried
out in lab solutions because the analysis of protein markers in real
samples is extremely challenging due to both the intrinsic
complexity of these samples and the uswally low concentration
(~pg/mL) and poor SERS cross section'” of the urgets A
ible solution relies on the functionalization of the p
materials with chemical species (chemoreceptors) with high
SERS cross section and displaying high binding affinity and
specificity for the target protein." In this approach, detection is

alongside protein markers.'" However, the protein exp
patterns in plasma circulating tumor cells as well as in penphenl

determined by the spectroscopic changes in lhv: chemoreceptor
SERS spem'um upon binding with the target."* Species such as

or peptides can be used as chemo-

blood mononuxlear cells fractions remain a largely
aspect.’

The protein ¢MYC is a helix—loop—helix leucine zipper
(bHLHZ) transcription factor encoded by the corresponding

1
p ed
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receptors.' However, these molecules are often characterized by
a remarkable small SERS activity, which severely limits their
application for direct ultradetection. This issue can be addressed
by derivatizing the macromolecular receptor with a terminal
moiety with high SERS cross section and affinity for the plasmonic
surface to mediate the interaction between the receptor and the
metallic substrate."** In this ication, we designed and
prepared a SERS-active peptide-conjugate (MB-H1) that binds
¢MYC with high affinity and selectivity. Silica microbeads rather
homogeneously coated with silver nanopartides (SiO,@Ag)
were appropriately biofunctionalized with the ch eptor
(SiO,@Ag@MB-H1) and successfully used for the quantification
of ¢-MYC protein on lab y and real les from healthy
donors and a cancer patient.

The chemortctJator is based on a double mutant peptide
(Ser*®—Ala, Phe***—Ala) derived from the helix 1 of the helix—
loop—helix region of MYC (*'’NELKRAFAALRDQI**, H1),
which is known to interact with high affinity and selectivity with
MYC."* Tobuild the SERS probe, we orthogonally attacheda 4-
mercaptobenzoyl unit (MB) to the side chain amino group of a
Lys residue appended at the C-terminus of the H1 peptide. Such
modification should not alter the intrinsic helical propensity of the
peptide, or its ¢-MYC-binding properties. The synthesis of the
MB-H1 peptide-conjugate is described in the Supportin;
Information (SI). Citrate-capped silver nanoparticles (AgNPs
of ca. 65 nm diameter (Figure SSA,B) were electrostatically
deposited onto 8 um diameter silica beads (SiO,@Ag).
Previously, the negatively charged silica micropartides were
sequentially coated with polyelectrolytes (polyethylenimine, PEI,
positive), poly(acrylicacid) (PAA, negative), and again PEI, usin§
the layer-by-layer (LbL) assembly protocol (Figure S5C—E)."
The UV=vis spectrum of the prepared AgNPs (Figure 1A) shows

|

300 500 700 900 800 1200 1600 w a b
Wavelength (nm) Raman shift (cm™)
Figure 1. (A) UV=vis spectra of AgNPs in solution (red ), aggregated on
a glass slide (orange), and anchored on S$iO, beads (blue). (B) SERS
spectra of MB-H1 on nonaggregated (red) and aggregated AgNPs
(orange) on glass slides, and on SiO,@Ag (blue). (C) Corresponding
) | 1 by

5 %

©

SERS ing the peak height of the band at
1075 em™,
a defined localized surface pl centered at 449

nm. Nanoparticle deposition onto a solid support results in the
appearance of an intense and broad feature at longer wavelength,
which is an indicator of the interparticle coupling. The SERS
fingerprint of MB-H1 on SiO,@Ag is shown in Figure 1B (blue
curve). Remarkably, the SiO,@Ag offer large surface area, close
adsorbent—adsorbate interaction and high density of electro-
magnetic hot spots, thus combining the benefits of colloids and
films, while overcoming important limitations of both. In this
regard, we also produced silver-coated glass slides via spin-coating
of either nonaggregated (Figure S6B) or aggregated MB-HI1-
modified AgNPs to compare and evaluate the SERS efficiency of
SiO;@Ag@MB-H1. Results (Figure 1B,C) indicate that no

appreciable SERS signal isobserved for thenonaggregated AgNPs
slides, whereas the aggregated AgNPs layer and SiO,@Ag display
similar SERS intensities but with a smaller standard deviation for
the case of beads. The large size of these beads allows their easy
localization with a low magnification objective (e.g, X3) for the
later scanning with a higher resolution objective (eg, X350 or
X100) (Figure 2A). This paves the way for a drastic reduction of

7 91
piMeH1)

Figure 2. (A) Optical imagesat bow (x5) and high (X50) magnification

of beads from a 100 uL aliquot of with con of
2400 (upper panels) and 240 (bottom panck) beads/mL. (B) SERS
spectra of MB-H1 atdifferent concentrations on SiO,@Ag (2400 beads/
mL and, highlighted, 240 beads/mL), and (C) their corresponding

intensity at 1075 ecm ™.

the amount of plasmonic material required for sensing, which in
turn improves the sensitivity by increasing the number of
molecules per bead ratio. This is exemplified in Figure 2B,C,
which shows that SERS of MB-H1 is distinguishable down to 10
pM fora particle concentration of 2400 beads/mL, whereas lower
SiO,@Ag amounts (240 beads/mL) allow for detection down to
1pM.

Capturing of the ¢-MYC target by MB-H1 bound to SiO@Ag
beads could result in a large set of different perturbations on the
SERS spectra of the mercaptobenzoyl moiety, ranging from subtle
shifts of the vibrational features to the appearance of new bands.
For interpreting such variations, we acquired the Raman and
SERS spectra of the SERS -active terminal moiety (4-mercapto-N-
methylbenzamide, MMB), and those of MB-H1 before and after
reaction with -MYC (Figure 3A). The SERSspectraof MMB and
MB-H1 display similar vibrational pattems but with some
differences in relative intensities. This result points toward a
slight change of the molecular orientation of the mercaptoben-
zene group on the silver surface when is coupled with a larger
molecule such as H1, in full agreement with the surface selection
rules'” Such perturbation is exacerbated upon binding with the
very large ¢-MYC protein.

To identify the vibrational modes of the mercaptobenzene
moiety that are more sensitive to its surface reorientation, we
carried out DFT calculations on MMB at the RB3LYP-6311+
+G(d,p) theory level (Figure 3A).'" Results indicate that MMB
belongs to the C1 point group of symmetry, implying that its
structure is not planar. However, because of the strong interaction
silver—thiol,"” we can assume aquasi-perpendicular orientation of
the phenyl ring onto the metal. ™’ On the other hand, the surface
dectric field, E, effectively has only a normal component (Z
direction in Figure 3B)."" Based on these considerations, the
i ity ofa vib I mode is prop Ito the square of the
scalar product of the electric field and the dipole moment
derivative of the mode.” This scenario defines two degrees of
freedom for the phenyl ring to change its orientation upon

DOE 10.102V/jacs 650895 7
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Figure 4. (A) Protocol for the isolation of mononuclear cells in human blood samples from a cancer patientand several healthy donors. (B) SERS spectra
of SiO,@Ag@MB-H1 in the presence of decreasing concentrations of c-MYC (thin dotted lines) and of real samples (thick solid lines). (C) Calibration
curves for ELISA (red) and our optical sensor (blue). (D) Results obtamed for an epithelial tumor cell line (MCF7), and samples extracted from a cancer
patient (CP) and two healthy donors (HD1 and HD2). ELISA in red, and optical sensor in blue. Concentration of ¢ MYC per million of cells.
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interaction with other substances: #and y (Figure 3B). @is the tilt
angle of the z axis of the mercaptobenzene unit with the surface
normal (Z). yis the twist angle of themolecular plane around the =
axis (which is 0° when y is parallel to the surface).

The theoretical Raman MMB spectrum shows good
correlation with the experimental observations, which allows
the safe assignation ofthe vibrational modes. The SERS spectrum
of MBB displays weak out-of-plane modes, related to the ring

plane bands mtcnsmts, up to the same level of the ring breathing
at 1075 em™ ', indicates the adoption of a flatter orientation of the
ring onto the surface. This is further supported by the drastic
intensity increase of the N—C stretching mode (1022 cm ™) upon
conjugation with ¢-MYC, Selection of the spectral markers for
¢-MYC sensing should take into account that the acquired SERS
spectra result from the contributions of both interacting and
noninteracting MB-H1 molecules. Thus, rather than monitoring

plane, at 756 and 997 am™', confirming a perpendicular
orientation of the phenyl group over the surface. When MMB is
included in the MB-HI structure, we observe a slight intensity
increase of these features. More importantly, this effect becomes
remarkable when MB-H1 interacts with the oncoprotein due to

the ¢-MYC massive size (57 kDa). In fact, the rise of the out-of-

14208
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the absol y of a spedific feature, c-MYC quantification
was performed by recording the ratiometric intensities Lge/I g ¢
(ratio between the out-of-plane CCH deformation at 756 cm™"
and the in-plane ring breathing at 1075 cm™).

The efficiency of our sensorwas demonstratedwithboth tumor
cell lines and real human samples, whereas ELISA was performed

DOk 10.1021/jscs 60895
LAm.Chem, Soc 2016,138 1420614209
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to validate the results. The study received ethical approval by ll\e
Ethics and Clinical Research Committee of the HM Hospi

B AUTHOR INFORMATION

Group, and all participants signed a written informed consent
form. Figure 4A shows a scheme of the protocol followed for the
quantification of - MYCbyELISAand SERS. Bloodsampleswere
obtained from two healthy donors and a patient diagnosed of
ovarian adenocarcinoma (stage IV). The patient was in
progression at the time of sample collection. The presence of
the tumor was confirmed histologically in compliance with
common standards. Each sample of peripheralblood (8 mL) was
processed in the following 24 h after extraction to obtain the
mononudear cells by a Ficoll process. The mononuclear cells
collected from the blood samples as well as those from an
epithelial tumor cell line (MCF7) were lysed and centrifuged
Supematants were then extracted and, for ELISA, the total protein
amount was quantified by the Bradford protein assay. Levels of
¢MYC were then determined with a total-human ¢-MYC ELISA
kit. In the case of SERS, SiO,@Ag@MB-H1 (100 4L of a 2400
beads/mL solution, which is equivalent to a concentration of 2.5
% 10%molecules of MB-H1 perbead) wasdirectly added toeach of
the supematants up to a final concentration of ~218 beads/mL.
Then, 100 pL aliquots were cast on glass slides, and beads were
analyzed by SERS before the evaporation of the solvent. Figure 4B
shows the SERS spectra for bothc-MYC standards (in dotted thin
lines), the same as used for calibration in ELISA, and the real
human samples (in solid thick lines). The corresponding
calibrations curves obtained for each method are p din
Figure 4C. Notably, both ELISA and SERS show adequate
correlation coefficients with analogous ¢-MYC detection limits,
albeit with a slightly larger standard deviation for the optical
method. However, SERS results are obtained within minutes,
whereas ELISA assays require lengthy 4—5 h preparation
procedures. Similar results are obtained for real samples (Figure
4D). Finally, MCF7yields to much higher values than real sample,
probably because in that case all cells in the culture are cancerous,
whereas in the real samples just a small fraction are tumor cells.

In summary, we have developed a rapid, highly specific and
sensitive SERS assay for the determination of -MYCin real blood
samples. The sensing scheme relies on the use of spedifically
designed hybrid ials consisting of silica microparticles
coated with interacting silver nanoparticles. The metallic surfaces
are bioderivatized with a ¢-MYC binding peptide modified with a
4-mercaptobenzoyl antenna (MB-H1) that transduces the
specific c-MYC recognition events into a measurable alteration
of the SERS signal from MB-H1. Deconvolution of the
chemoreceptor vibrational fingerprint allowed us to identify
characteristic vibrational modes affected by ¢-MYC complex-
ation. The extent of such spectral changes was quantitatively
correlatedwith the c-MYC in complexbiological media of
real samples.
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I-9-4  [Name (LAST, First) GARCIA RICO, Eduardo Manuel

-9-5 |Address Monteagudillo 19, Robledo de Chavela
E-28294 Madrid
Spain

V-1 Agent or common representative; or

address for correspondence

The person identified below is hereby/ |Agent
has been appointed 1o act on behalf of g
the applicant(s) before the competent
International Authorities as:

IV-1-1  |Name (LAST, First) VAZQUEZ VAZQUEZ, Irene
IV-1-2  |Address ABG PATENTES, S.L.

Avda. de Burgos, 16D Edificio EUROMOR
E-28036 Madrid

Spain
IV-1-3  |Telephone No. +34 91 417 13 00
IV-1-4  |Facsimile No. +34 91 417 13 01
IV-1-5  |e-mail informacion@abgpatentes.com
;WFﬂaﬁgﬂziﬁggxgmemmmmli exclusively in electronic form (no paper

Searching Authority, the International notifications will be sent)
Bureau and the International Preliminary
Examining Authority are autherized to
use this e-mail address, if the Office or
Authority so wishes, fo send notifications
issued in respect of this international

application:
IV-1-6  |Agent’s registration No. 9251760
v DESIGNATIONS
V-1 The filing of this request constitutes

under Rule 4.9(a), the designation of
all Contracting States bound by the
PCT on the international filing date,
for the grant of every kind of
protection available and, where
applicable, for the grant of both
regional and national patents.

Vi-1 Priority claim of earlier regional
application
VI-1-1  |Filing date 03 March 2016 (03.03.2016)
VI-1-2  {Number 16382093.9
VI-1-3  |Regional Office EP
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F12485PCQ0
4/5
PCT REQUEST
Print Out (Criginal in Electronic Form)
Vi-2 Priority document request

The receiving Office is requested 1o
prepare and transmit to the International
Bureau a certified copy of the earlier
application(s) identified above as
itemn(s):

VI-1

VI-3

Incorporation by reference :

where an element of the international
application referred to in Arficle
11(1)(iii)(d) or (e} or a part of the
description, claims or drawings referred
te in Rule 20.5(a) is not atherwise
contained in this international application
but is completely contained in an earlier
application whose priority is claimed on
the date on which one or more elements
referred 1o in Article 11(1)(iii} were first
received by the receiving Office, that
element or part is, subject fo
confirmation under Rule 20.6,
incorporated by reference in this interna
tional application for the purposes of

Rule 20.6.

Vii-1

Vil-2 Request to use results of earlier

vii-2-1
vil-2-2
Vii-2-3
vil-2-5

International Searching Authority
Chosen

European Patent Office (EPO) (ISA/EP)

search; reference to that search
Filing date

Application Number

Country (or regional Office)

Documents are available 1o the ISAin a
form and manner acceptable 1o it and

therefore do not need to be submitted by
the applicant to the ISA (Rule 12bis.1{f)}:

03 March 2016 (03.03.2016)
EP16382093.9
EP

A copy of the results of the earlier
search

A copy of the earlier application

A copy of any document cited in the
results of the earlier search

Vil
Vill-1

Vill-2

Vii-3

viil-4

VIil-5

Declarations

Number of declarations

Declaration as to the identity of the
inventor

Declaration as 1o the applicant's
eniillement, as at the internaticnal filing
date, to apply for and be granted a
patent

Declaration as to the applicant's
entitlement, as at the internaticnal filing
idate, to claim the priority of the earlier
lapplication

Declaration of inventership (only for the
purposes of the designation of the
United States of America)

Declaration as o non-prejudicial
disclosures or exceptions 1o lack of
novelty
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P12485PC00
5/5
PCT REQUEST
Print Out (Original in Electronic Form)

IX Check list Number of sheets Electronic file(s) attached
1X-1 Request (including declaration sheets) 5 v
1X-2 Description 49 Vs
1X-3 Claims 4 v
1X-4 Abstract 1 v
1X-5 Drawings 8 Vs
IX-7 TOTAL 67

Accompanying items Paper documeni(s) attached Electronic file(s) attached
IX-8 Fee calculation sheet - v

1X-20 rF_’Igure of the drawings which should
accompany the abstract

1X-21 Language of filing of the international Engl ish
application

X1 [Signature of applicant, agent or (PKCS7 Digital Signature)
common representative

X-1-1  [Name (LAST, First) VAZQUEZ VAZQUEZ, Irene

X-1-3  |Capacity (if such capacity is not obvious (Representative)
from reading the request)

FOR RECEIVING OFFICE USE ONLY

10-1 Date of actual receipt of the 03 MAR 2017 (03.03.2017)
purported international application

10-2 Drawings:
10-2-1  |Received ‘/
10-2-2  |Not received

10-3 Corrected date of actual receipt due
to later but timely received papers or
drawings completing the purported
international application

10-4 Date of timely receipt of the required
C i under PCT Article 11(2)

10-5 International Searching Authority ISA /EP

10-6 Transmittal of search copy delayed
until search fee is paid

FOR INTERNATIONAL BUREAU USE ONLY

111 Date of receipt of the record copy by
the International Bureau

Eduardo Garcia-Rico
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2017/055023

From the INTERNATIONAL BUREAU

P C T To:

VAZQUEZ VAZQUEZ, Irene

NOTIFICATION OF RECEIPT OF ABG Patentes, S.L.
RECORD COPY Avda. de Burgos, 160 RECEIVELD
Edificio EUROMOR
28036 Madrid 16 MAR 2017
PCT 24.2 .
®CT Rule 24.22) ESPAGNE

ABG Patentes, &1

Date of mailing (day/month/vear)

15 March 2017 (15.03.2017)

Applicant's or agent's file reference International application No.

P12485PC00 PCT/EP2017/055023

IMPORTANT NOTIFICATION

The applicant is hereby notified that the International Bureau has received the record copy of the international application as detailed
below.

Name(s) of the applicant(s) and State(s) for which they are applicants:

MEDCOM ADVANCE, S.A. et al (all designated States)

International filing date: 03 March 2017 (03.03.2017)
Priority date(s) claimed: 03 March 2016 (03.03.2016)
Date of receipt of the record copy by the International Bureau: 14 March 2017 (14.03.2017)

List of designated Offices:

AP: BW, GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ. NA, RW, SD, SL, ST, SZ, TZ, UG, ZM, ZW

EA: AM, AZ, BY, KG, KZ, RU, TJ, TM

EP: AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ. DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT. LT, LU, LV, MC, MK, MT,
NL. NO, PL, PT, RO, RS, SE, SI, SK, SM. TR

OA: BF, Bl CF, CG, Cl, CM, GA, GN, GQ, GW, KM, ML, MR, NE, SN, TD, TG

National: AE, AG, AL, AM. AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BN, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR.
CU. €z, DE. DJ, DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IR,
IS, JP, KE, KG, KH, KN, KP, KR, KW. KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LU, LY. MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX,
MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PA, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU, RW, SA, SC, SD, SE, SG, SK, SL,
SM, ST, SV, SY, TH, TI, T™, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW

ATTENTION: The applicant should carefully check the data appearing in this Notification. In case of any discrepancy between these
data and the indications in the international application, the applicant should immediately inform the International Bureau. In
addition, the applicant's attention is drawn to:

- lime limits for entry into the national phase (see www.wipo.mt/pel/en/texts/time_limits.htmland PC T Applicant’s Guide, National
Phase, especially Chapters 3 and 4)
- requirements regarding priority documents (if applicable) (see PCT Applicant’s Guide, International Phase, paragraph 5.070)

A copy of this notification is being sent to the receiving Office and to the International Searching Authority.

The International Burcau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland RANA Sohel
e-mail pet.team5@wipo.int
Facsimile No. +41 22 338 89 75 Telephone No. +41 22 338 74 05
Form PCT/B/301 (July 2010) I/D3RVWTUP631.3J0
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

NOTIFICATION CONCERNING SUBMISSION,
OBTENTION OR TRANSMITTAL
OF PRIORITY DOCUMENT

(PCT Administrative Instructions, Section 411)

PCT/EP2017/055023

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

VAZQUEZ VAZQUEZ, Irene
ABG Patentes, S.L.
Avda. de Burgos, 16D
Edificio EUROMOR
28036 Madrid
ESPAGNE

Date of mailing (day/montilvyear)

22 March 2017 (22.03.2017)

RECEIv

ABG Patente:

23 Mix, 7.0

Applicant’s or agent’s file reference

P12485PC00

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/EP2017/055023

International filing date (day/monthvyear)

03 March 2017 (03.03.2017)

Intemnational publication date (day/montvyear)
Not yet published

Pricrity date (day/monthiyear)

03 March 2016 (03.03.2016)

Applicant

MEDCOM ADVANCE, S.A. et al

w all carlier

Priority date

03 March 2016 (03.03.2016)

is reasonable under the circumstances.

17.1(a); the request o prepare and

"The letters "NR" denote a priority document which, on the date of mailing of this Form, had
International Bureau in compliance with Rule 17.1(a), (b) or (b-bis). Where the
and transmit, or to request the International Bureau to obtain the priority document within the app!
attention of the applicant is directed to Rule 17.1(c) which provides that no designated Office may
belore giving the applicant an vpportunity, upon entry into the national phase, to furnish the

The applicant is hereby notified of the date of receipt (or of obtaining by the International Bureau) of the priori
application(s) whose priority is claimed. Unless otherwise indicated by the letters "NR",
asterisk appearing next to the date of receipt, the priority document
International Bureau in compliance with Rule 17.1{a),
concerning submission, transmittal or obtaining of priority

concerned was submitted or transmitted
(b) or (b-bis). This Form replaces any previou

documents.
Priority application No. Country or regional Office Date of receipt
‘or PCT receiving Office of priority d
16382093.9 EP 17 March 2017 (17.03.2017)

not yel been recei

disregard the pi
priority document wi

An asterisk "*" next to a date of receipt, denotes a priority document submitted or transmitted to or obtained by the International Bureau
but nat in compliance with Rule 17.1(a), (b) or (h-his) (the priority document was received

an opportunity, upon entry into the national phase,

, in the right-hand column or by an

applicant has failed w either submit, request o prepare
licable time limit under that Rule, the

after the time limit prescribed in Rule
transmit the priority document was submitted to the receiving Office after the applicable time limit
under Rule 17.1(b) or the request to the International Bureau to obtain the priority document was made after
under Rule 17.1(b-bis)). Even though the priority document was not furnished in compliance with Rule 17.1
International Bureau will nevertheless transmit a copy
copy is not accepted hy the designated Office as the priority document, Rule
the priority claim concerned before giving the applicant
document within a time limit which is reasonable under the circumstances.

the applicable time limit

of the document to the designated Offices, for their consideration. In case such a
17.1(c) provides that no designated Office may disregard

ty document(s) relating

to or obtained by the
sly issued notification

ved or obtained by the

riority claim concerned
thin a time limit which

(a), (b) or (b-bis), the

o furnish the priority

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombeues
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 89 75

Authorized officer
Nora Lindner

e-mail pct.team5@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 05

Form PCT/IB/304 (July 2012)

Eduardo Garcia-Rico
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OPTOFLUIDIC DEVIDE AND METHOD FOR DETECTING CIRCULATING

Biopsia Liquida

TUMOUR CELLS (ESTUDIO |11 DE ESTA TESIS DOCTORAL)

MINISTERIO Oficina Espaiola

DE INDUSTRIA, ENERGIA % )

Y TURISMO de Patentes y Marcas
Acknowledgement of receipt

We hereby acknowledge receipt of your request for grant of a European patent as follows:

Submission number
Application number

File No. to be used for
priority declarations

Date of receipt

300229811
EP17382192.7

EP17382192

07 April 2017

Your reference
Applicant
Country

Title

P14110EPO0O

UNIVERSITAT ROVIRA i VIRGILI

ES

OPTOFLUIDIC DEVICE AND METHOD FOR DETECTING
CIRCULATING TUMOUR CELLS

Documents submitted

package-data.xml ep-request.xml

application-body.xml ep-request.pdf (5 p.)

SPECEPO-1.pd\AAF_P14110E
P0O0_Text for filing.pdf (71 p.)

£1002-1.pdf (2 p.)

Submitted by
Method of submission

Date and time receipt
generated

Official Digest of
Submission

CN=lrene Vazquez Vazquez 38114
Online

07 April 2017, 14:52:40 (CEST)

D3:8D:7B:79:E6:E8:F5:60:DF:19:64:4D:38:22:BB:89:B2:A5:D4:EF

186

/Madrid, Oficina Receptora/
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10. Apéndices

Form 1002 - 1: Public inventor(s)

Designation of inventor

User reference: P14110EP0OO
Application No:
Public
Inventor
Name: | Al VAREZ-PUEBLA, Mr. Ramén A.
Address: | Departamento de Quimica Fisica e Inorganica,
Universitat Rovira i Virgili.
Edifici N5, Campus de Sescelades.
Marcel-li Domingo s/n
E-43007 Tarragona
Spain
The applicant has acquired the right to the
European patent: | Ag employer
Inventor
Name: | PEDROL, Mr. Eric
Address: | Degpartamento de Quimica Fisica e Inorganica,
Universitat Rovira i Virgili.
Edifici N4, Campus de Sescelades.
Marcel-li Domingo s/n
E-43007 Tarragona
Spain
The applicant has acquired the right to the
European patent: | nder agreement:
Inventor
Name: | MASSONS, Mr. Jaume
Address: | Departamento de Quimica Fisica e Inorgénica,
Universitat Rovira i Virgili.
Edifici N4, Campus de Sescelades.
Marcel-li Domingo s/n
E-43007 Tarragona
Spain
The applicant has acquired the right to the
European patent: As employer
Inventor
Name: | DAZ, Mr. Francisco
Address: | Departamento de Quimica Fisica e Inorgdnica,
Universitat Rovira i Virgili.
Edifici N4, Campus de Sescelades.
Marcel-li Domingo s/n
E-43007 Tarragona
Spain
The applicant has acquired the right to the
European patent: | Ag employer

EPO Form 1002 - P14110EP00Q

Page 1 of 2
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User reference:
Application No:

P14110EPOO

Name:
Company:
Address:

The applicant has acquired the right to the
European patent:

GARCIA ALGAR Manuel
Medcom Advance S.A

Sant Placid, 21- 1- 1

E-43760 El Morell-Tarragona
Spain

As employer

Name:
Company:
Address:

The applicant has acquired the right to the
European patent:

NAZARENUS, Mr. Moritz Julian
Medcom Tech S.A.

Edifici N5, Campus de Sescelades.
Marcel-li Domingo s/n.

E-43007 Tarragona
Spain

As employer

Name:
Company:
Address:

The applicant has acquired the right to the
European patent:

GARCIA-RICO FERNANDEZ, Mr. Eduardo
Fundacion de investigacion HM Hospitales
Plaza Conde Valle Suchil, 16

E-28015 Madrid

Spain

As employer

Signature(s)

Place:

Date:

Signed by:
Association:
Representative name:

Capacity:

07 April 2017

Irene Vézquez Vézquez 38114

ABG Patentes, S.L.
VAZQUEZ VAZQUEZ, Irene

EPO Form 1002 - P14110EP00

Page 2 of 2
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Europaisches
Patentamt
0) Patent Offce Request for grant of a European patent
Office européen
des brevets
For official use only
1 Application number:
2 Date of receipt (Rule 35(2) EPC):
38 Date of receipt at EPO (Rule 35(4) EPC):
4 Date of filing:
§  Grant of European patent, and ination of the appli under g
Article 94, are hereby requested.
Request for ination in an ible non-EPO & g Se solicita el examen de la solicitud segun el
articulo 94.
5.1 The applicant waives his right to be asked whether he wishes to I:,
proceed further with the application {Rule 70(2))
Procedural language: ’ en
Description and/or claims filed in: ’ en ‘
8  Applicant's or representative’s reference ’ P14110EP00
Filing Office: ‘ ES
Applicant 1
71 Name: ’ UNIVERSITAT ROVIRA i VIRGILI
81 Address: Escorxador, s/n
E- 43003 Tarragona
Spain
10-1 State of resid orof p pal place of b [ Spain
Applicant 2
7-2 Name: FUNDACIO PRIVADA INSTITUCIO CATALANA
DE RECERCA | ESTUDIS AVANCATS
82 Address: Passeig Lluis Companys, 23
E-08010 Barcelona
Spain
101 State of or of principal place of busi Spain

EPO Form 1001E - P14110EP00

Eduardo Garcia-Rico
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101

74

101

75
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76
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Name:

Address:

State of residence or of principal place of business:

Name:

Address:

State of residence or of principal place of business:

Name:

Address:

State of resid: or of principal place of busi s

Name:

Address:

State of resid or of principal place of busi :

14.1 The/Each applicant hereby declares that he is an entity or a natural
person under Rule 6(4) EPC.

Representative 1

151

161

Name:

Association No.:

Address of place of business:

EPO Form 1001E - P14110EP00

190

FUNDACIO PRIVADA CENTRE TECNOLOGIC
DE LA QUIMICA DE CATALUNYA

Marcel‘li Domingo, s/n
E-43007 Tarragona
Spain

Spain

FUNDACION DE INVESTIGACION HM
HOSPITALES

Plaza del Conde Valle Suchil, 2

E-28015 Madrid
Spain

‘ Spain ‘

’ MEDCOM TECH, S.A

Planta 2, Puerta 3
E-28042 Madrid
Spain

Avenida Partendn, 10

’ Spain

‘ MEDCOM ADVANCE, S.A.

Avenida de Roma numero 35, entresuelo 1?
E-08029 Barcelona
Spain

’ Spain

X

‘ ABG Patentes, S.L.

234

Avenida de Burgos ,16D
Edificio Euromor

E-28036 Madrid
Spain

Page 2 of 5
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17 Telephone:

Lie Fax:

17 E-mail:
Inventor(s)

23 Inventor details filed separately

24 Title of invention

Title of invention: OPTOFLUIDIC DEVICE AND METHOD FOR
DETECTING CIRCULATING TUMOUR CELLS

25 Declaration of priority (Rule 52)

A declaration of priority is hereby made for the following applications

25.2 This application is a complete transiation of the previous application

26.3 It is not intended to file a (further) declaration of priority

X O

26 Reference to a previously filed application

27 Divisional application

O

28 Article 61(1)(b) application ]
29 Claims

Number of claims: 15 ‘
291 as attached
292

D as in the previously filed application (see Section 26.2)

-

[] The claims wil be filed later
30 Figures
It is proposed that the abstract be published together with figure No. ‘

31 Designation of confracting states

All the contracting states party to the EPC at the time of filing of the European patent application are deemed to be designated (see Article
79(1)).

32 Different applicants for different contracting states

EPO Form 1001E - P14110EP00 Page 3 of 5
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Extension/Validation

This application is deemed to be a request to extend the effects of the European patant ppli and the Europ patent granted in
respect of it to all non-contracting states to the EPC with which extt n ag its are in force on the date on which the
lication is filed. H: , the tis d unthdmwnlfmeextensuonfeeorme lidation fee, whichever is K . is not
paid within the prescribed time hmnt
It is intended to pay the extension fee(s) for the following state(s): ’
It is intended to pay the validation fee(s) for the following state(s): ’
Blological material
Nucleotide and amino acld sequences
The European patent licati tains a seq listing as part of l:l
the description
The listing is attached in it dable format in [j
accotdance with WIPO Standard ST.25
The sequence listing is attached in PDF format D
Further indications
Additional copies of the documents cited in the European search
report are requested
Number of additional sets of copies: ’

Refund of the search fee under to Article 9 of the Rules relating to [:I
Fees is requested

Appl or publicati ber of earier search report: \
Payment
Mode of payment z i

R ’ Debit from deposit account

The European Patent Office is hereby authorised, to debit from the deposit account with the EPO any fees and costs indicated on the fees

section below.
Currency:
Deposit account number:
Account holder:
Refunds

Any refunds should be made to EPO deposit account:

Account holder:

EPO Form 1001E - P14110EP00

Page 4 of 5
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Fees Factor | Fee Amount to
applied | schedule be paid
001 Filing fee - EP direct - online
002 Fee for a European search - Applications filed on/after 01.07.2005
015 Claims fee - For the 16th to the 50th claim
015e Claims fee - For the 51st and each subsequent claim
501 Additional filing fee for the 36th and each subsequent page
Total:
44-A Forms Details: System file name:
A l Request as ep-request.pdf
T
A2 | 1. Designation of inventor 1. Inventor as f1002-1.pdf
44-B Technical documents Original file name: System file name:

B-1 Specification

AAF_P14110EPOO0_Text for filing.pdf

Description; 15 claims; 5 figure(s); absfract

SPECEPO-1.pdf

44-C Other documents

48 Signature(s)

Date:

Signed by:

Association:

Representative name:

Capacity:

Original file name:

General authorisation:

System file name:

07 April 2017

Irene Vézquez Vézquez 38114

ABG Patentss, S.L.

VAZQUEZ VAZQUEZ, Irene

EPO Form 1001E - P14110EP00

Eduardo Garcia-Rico
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