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3.2. PACIENTES

Se trata de un estudio donde la muestra objeto son los pacientes intervenidos de un
carcinoma de pulmon no microcitico en € servicio de Cirugia Toracica del Hospital
Universitario Germans Trias i Pujol de Badalona (Barcelona) entre 1992 y 1996. Se
disponiainformacion clinica del momento del diagnostico, tratamiento y seguimiento de
52 pacientes, y material de tejido tumora de 19 casos. La mediana de seguimiento del

estudio es de 18.9 meses (con un recorrido entre 1y 130 meses).

Todos los pacientes habian sido intervenidos de un cancer de pulmoén de célula no
pegueia estadio I-111A. El estudio preoperatorio comprendid una anamnesis completa,
exploracion fisica y una tomografia computerizada (TC) de térax y de hemiabdomen
superior para descartar afectacion tumoral a distancia. La estadificacion se establecio
segun la clasificacion TNM de 1997 modificada por Montain (T, tumor primario; N,
ganglios nodales; M, metastasis), basandose en € estudio anatomo-patolégico de la
pieza quirdrgica. Los pacientes sometidos a una intervencién quirdrgica no radical por
afectacion de los margenes de reseccion o afectacion tumoral de los ganglios
mediastinicos del nivel superior, recibieron quimioterapia o radioterapia adyuvante en
algunos casos. El seguimiento de estos pacientes comprendio visitas periddicas cada 3
meses durante los dos primeros afios, cada 6 meses entre el tercer y quinto afio y
anualmente en los siguientes anos. Si durante el seguimiento se sospechaba unarecidiva
tumoral, se procedia de nuevo a un estudio de re-estadificacion del paciente. Aquellos

que presentaron recidivatumoral se trataron con quimioterapia sistémica endovenosa.

El suero extraido de los pacientes se compard con el de 112 donantes de sangre sanos
utilizados como método de control, a los que previamente se solicitd su consentimiento.
Varios de estos controles se utilizaron para la identificacién de polimorfismos y para
excluir la posibilidad de mutaciones incorrectas. Se secuenciaron 30 muestras de ADN
gue procedian de tres fuentes: 10 muestras de ADN gendmico de linfocitos, 10 muestras
de tgjido pulmonar normal de los pacientes incluidos en esta serie, y 10 muestras de

suero de sujetos sanos control.
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3.3. VARIABLES A ESTUDIO

Las variables clinicas evaluadas para cada paciente fueron:

Edad y sexo.

- Habito tabaguico

- Estado basal del paciente (Performance Status, segun la clasificacion delaOMYS)

- Tipo deintervencién quirdrgica practicada

- Estadio de la enfermedad clinico-quirdrgico segun la clasificacion TNM revisada

por Montain en 1997

- Empleo de quimioterapiay su indicacion (neoadyuvante, adyuvante)

- Empleo de radioterapia adyuvante

- Existenciaderecidivay/o progresiony el tiempo transcurrido desde laintervencién

- Supervivencia, desde el momento del primer tratamiento hasta la muerte del

paciente por cualquier causa o fin del estudio, o pérdida de seguimiento del paciente

por otras causas.

De cada pieza quirargica se determind por parte del servicio de Anatomia Patol 6gica:

- Tipo histolégico

- Grado de diferenciacion histol6gica
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En e Laboratorio de Biologia Molecular del Céncer del Hospital Universitario

Germans Trias i Pujol se determiné:

Niveles séricos de ADN gendmico en |os pacientes intervenidos

- Niveles séricos de ADN gendmico en los 112 individuos sanos

- Presencia de mutacién del gen de la b-tubulina en el ADN sanguineo de los 52

pacientes a estudio

- Presencia de mutaciéon del gen de la b-tubulina en el ADN sanguineo de las 30

muestras sanas utilizadas como control

- Presencia de mutacién del gen de la b-tubulina en tejido fresco de las 19 muestras

quirurgicas que se disponian

- Tipoy localizacion de lamutacion

3.4. METODOS

El estudio de biologia molecular se llevd a término en e Laboratorio de Biologia
Molecular del Céncer del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol. Las
extracciones sanguineas se realizaron en €l Hospital de Dia de Quimioterapia por €l
servicio de Enfermeria 'y las muestras tumorales quirdrgicas fueron proporcionadas por

el servicio de Cirugia Toracica.

A lahorade analizar las muestras materiales obtenidas hay que tener presente que todas
ellas presentan una gran diversidad poblacional celular. Las muestras del acto
quirargico (in vivo) se diferencian de las muestras obtenidas in vitro (de una mayor

homologia celular) debido a que presentan subpoblaciones celulares con una gran
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variabilidad genética, y con presencia de mutaciones en proporciones desconocidas.
Esta fata de consistencia entre las muestras es ain mayor en € ADN obtenido del
suero, donde ADN normal y tumoral se mezclan. Todo ello afiade una dificultad extra

en la obtencion del material genético.

Para obtener la secuencia de nuclebtidos de un gen o de una hebra de ADN es necesario
utilizar una técnica o método que nos permita conocer exactamente la secuencia de
ADN que estamos buscando. Para estudiar la secuencia de una muestra de ADN
gendmico, hoy en dia se utilizan dos métodos principalmente: introduccion del gen en
un vector o secuenciacion directa de los productos de la PCR. Actualmente, la técnica
de secuenciacion automética nos permite obtener secuencias de ADN fiables y

reproducibles. En este estudio se utilizd esta Ultima técnica.

Para el andlisis de las muestras, se siguio la metodol ogia que a continuacién se describe:

3.4.1. Obtencion del material genético

Hay varios protocolos que permiten extraer el ADN a partir de diferentes origenes,
como tejido fresco o congelado, sangre, suero y de material parafinado de laminillas
histologicas. En nuestro estudio se extrgjo e ADN de tegjido fresco (tumoral y sano) y
de suero:

1.1. ADN del tejido fresco: Se obtuvo ADN de tejido tumoral de 19 pacientes y de

tejido pulmonar sano de 10 pacientes sometidos a cirugia. El tejido se congel6
inmediatamente tras la intervencion quirdrgica en nitrogeno liquido y se
conservo a—80° C hasta su posterior uso en €l laboratorio. Aproximadamente 10
ny de tgido se utilizaron para e aisamiento del ADN, que se rediz6 de
acuerdo con e procedimiento estandar segun la casa comercial Qiagen de

Alemania (kit de DNeasy Tissue).

1.2. ADN del suero: Se extrgeron 10 ml de sangre de los pacientes y de los sujetos

sanos controles, y en un tubo de cristal con un gel y una sustancia activadora de
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la coagulacion, se mantuvieron durante 2 horas. Después se centrifugaron a
3.000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos y se mantuvieron a 4°
C. Se utilizaron para la extraccion de ADN 200 m de suero, que se realizo
segun €l procedimiento estandar de la casa comercial Qiagen de Alemania
(QlIAamp® DNA Blood Mini Kit (250)).

3.4.2. Cuantificacion del ADN genémico

Unavez extraido el ADN, este puede visualizarse en un gel de agarosa a 1% tefiido con
bromuro de etidio. EI bromuro de etidio presenta dos caracteristicas importantes.
Primero, se intercala entre los acidos nucleicos del ADN y emite fluorescencia s se
ilumina con luz ultravioleta, y el ADN asi tefiido se observa como una banda de mas o
menos intensidad. Y segundo, la introduccion en € gel de un marcador de peso
molecular conocido, nos sirve como punto de referenciade la calidad del ADN extraido;
de forma que cuanto més atay nitida es la banda de ADN, de més calidad es el mismo,
mientras que bandas de ADN situadas en la franja baja del gel, son sinénimas de ADN
apoptotico o degradado.

La cuantificaciéon del ADN se efectla sometiendo el ADN a la luz ultravioleta y
concretamente a una longitud de onda de 260 nandmetros (nm) que es la que absorben
los acidos nucleicos, mientras gque las proteinas absorben a 280 nm. Se mide mediante
un espectrofotometro (Figura 14) y la lectura espectrofotométrica nos indica la
concentracion de ADN en pg/mL, ademas de la relacion (o ratio) de las absorbencias
A260/A280. Un valor de ratio de 1.9 nos indica una maxima pureza del ADN, mientras
gue ratios inferiores son indicativas de la presencia de elementos contaminantes en la
muestra de ADN, tal como las proteinas. Cuanto mas puro es e ADN mayor

rendimiento obtendremos a efectuar la PCR.
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3.4.3. Amplificacion del gen de la tubulina

La PCR es una técnica basada en la complementariedad de las bases del ADN, que
permite la amplificacién de secuencias especificas de &cidos nucleicos a partir de muy
pocas cantidades de ADN. Para llevar a cabo dicha técnica se necesitan los
componentes bésicos que intervienen en la replicacion del ADN dentro de las células.
Estos componentes son: un ADN molde, unos iniciadores, unas unidades monoméricas

0 nucledtidos y una enzima polimerasa capaz de llevar a cabo la reaccion.

1. ADN molde o template: se refiere al ADN extraido, purificado y listo para ser

amplificado.

2. Cebadores, iniciadores o primers: para la amplificacion de una secuencia
especifica de un gen se requiere un par de cebadores o primers que van a
delimitar la secuencia que debe ser ampliada. Uno de ellos se une a la cadena
molde definida como directa en sentido 5® 3', que es la que presenta la
secuencia nucleotidica de referencia. El otro cebador se une a la otra cadena
conocida como reverse o antisentido 3® 5'. Lalongitud de los cebadores varia

entre 20 y 30 nucledtidos.

Para evitar la amplificacién de genes inespecificos o de pseudogenes, el disefio
del primer es critico en e desarrollo de la PCR. Los primers de este estudio
relinen las siguientes condiciones:

a) Amplifican especificamente el clon M40 de la -tubulina

b) Evitan la amplificacién de pseudogenes de la f-tubulina

a- Amplifican especificamente el clon M40 de la p-tubulina
El primer o cebador forward (sentido) y e primer reverse (antisentido) se

registraron en la base de datos BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi)

obteniendo en ambos una alineacion muy homonima con €l clon M40 del gen
humano de la b-tubulina (Tabla 14).
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b- Evitan la amplificacion de pseudogenes de la f-tubulina
L os pseudogenes se caracterizan tipicamente por la ausencia tanto del promotor
5 como de la presencia de intrones (regiones no informativas), y porque ademéas

no codifican proteinas.

En el protocolo de amplificacion de PCR y secuenciacion del gen de la b-

tubulina, para evitar la presencia de pseudogenes,

= |osprimers parala PCR se designaron a partir de intrones

» |os productos de la PCR, tras la secuenciacion se compararon con las
secuencias de los pseudogenes de la b-tubulina, para descartar dichas
frecuencias (Tabla 15)

Nucledtidos trifosfato: son las unidades monoméricas utilizadas para la sintesis

de nuevas cadenas complementarias de ADN.

. ADN Polimerasa (Taq Polimerasa): esta enzima sintetizada a partir de bacterias

de aguas termales (Thermus aquaticus) es atamente termoestable, a contrario
gue las polimerasas existentes en |os organismos eucariotas, |0 que permite que
a temperaturas de 72-74° C sea capaz de incorporar entre 40 y 100 nucledtidos
por segundo a la nueva cadena de ADN que se esta sintetizando. La cantidad de
enzima que se afade a la reaccion de amplificacion se mide en unidades por
microlitro. Una unidad (U) es la cantidad de Tag polimerasa necesaria para
incorporar 100 ng de nucledtidos en un tiempo de 1 minuto a una temperatura de
72°C.

Cloruro de magnesio: los iones de magnesio son necesarios parala funcion de la

enzima polimerasa. El magnesio es indispensable para aumentar e rendimiento
de este tipo de reaccion, pero hay que tener en cuenta que un exceso también
puede provocar la union inespecifica de los cebadores en regiones del genoma

gue no nos interesa amplificar.
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6. Tampdn o buffer parala PCR: la reaccién de amplificacién mediante el uso de

polimerasas termoestables requiere de un medio en unas condiciones
tamponadas muy especificas. Son una mezcla de sales y otros elementos que
proporcionan este medio Optimo. Los componentes mas habituales de estas
soluciones son: TrissHCL con un pH entre 8.5-9.0, EDTA, KCI, MgCl,, Triton-
X (detergente no idnico) a 0.01%.
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Figura 14. Espectrofotometro utilizado en el Laboratorio. Scan
2000, de Pharmacia Biotech.

Tabla 14. Cebadores o primers del gen de latubulina

Exon Primers Secuencia Tm | Pares
de
bases
1 Forward TGCCCCACAACCATTTTTT 57°C 180
Reverse TGCCCCATACATACCTTGA
2y3 Forward GGGCCATAGTTGGCTGGGACT 68°C | 615
Reverse CCTGTGTCCTTGCCCCAAATAAG
4 Forward AAGGAGATACATCCGAGGGAATTAT |59.4°C| 1216
Reverse GGCAGTTGAGTAAGACGGCTAA

Tm= melting temperature o temperatura de fusion
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Tabla 15. Pseudogenes de la b-tubulina

Pseudogen N° de acceso Codon /secuencia del pseudogen Codon /secuencia del clon M40
Clon 46-b Jo0317 140-GGT 140-GGC
142-CGC 142-GGC
220-CCcC 220-CCA
222-TAT 222-TAC
241-CGC 241-CGT
Clon 14-b K 00840 201-TGT 201-TGC
140-GGT perdido 140-GGC
Clon TUB4Q U83668 120/GTC 120/GTA
121/AGA 121/CGG
124/GCT 124/GCA
132/GGT 132/GGC
138/TCC 138/TCA
140/GGT 140/GGC
Pseudogen N° de acceso | Secuencia especifica del pseudogen Secuencia especifica del clon M40
Clon 46-b Joo317 Del codon 225 Del coddn 225
AAC AAC CTC CTC GTG TAA|CTG AAC CAC CTT GTC TCA
GACACC GGC ACC
Clon 14-b K 00840 Del codon 140 Del codén 140
ACT GGG ACA CAG GGC GGG GGC ACA GGC
Del Codo6n 240
C TCC ACT TCC TGG CCA GCT
CAGTGC
Clon TUB4Q U83668 Dd coddn 140 Del codén 140
GGT GGG GGG ACT GGG TCT |GGC GGG GGC ACA GGC TCT
GGG ATG GGAATG
Clon 11b Jo0316 Del codon 140 Del codén 140
GGC GCA CAA GCT CGG GTA | GGC GGG GGC ACA GGC TCT
TGG GCA GGA ATG
Clon nuk 278 X83668 Del codon 140 Del codon 140
GGT GGG GGG ACT GGG TCT | GGC GGG GGC ACA GGC TCT
GGG ATG GGA ATG
Clon 5-b X00734 Del codon 140 GGC GGG GGC ACA GGC TCT
GGG GTT GGG ACG GGG TCC|GGA
GGA
Clon 7-b K 00842 Del codon 140 Del coddn 140

ACT CTC TTT ATC AGC AAG
ATC CGA

GGC GGG GGCACA GGC TCT
GGAATG

Lasletras en negritaindican la diferencia de base entre el clon funcional M40y el pseudogen de la tubulina.
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En e Laboratorio de Biologia Molecular, cada reacciéon de PCR se reaiz6 en un
volumen de 50 L. del [lamado master mix (Tabla 16).

Tabla 16. Componentes de la master mix

ADN sérico 3L

Tampon 5l 95°C - 10
MgCl, (50 mM) 2L 94°C-30" x 35
dNTPs (10 mM cada uno) 0.6 60°C - 45"
Primer 1 (10 uM) 0.7nL 72°C- 90"
Primer 2 (10u M) 0.7m 740C-7
Taq Polimerasa(5u/ni.) 0.5mL

Utilizando € protocolo descrito de PCR se procedio ala amplificacion de los 4 exones
de la b-tubulina en tres PCR realizadas por separado. Los exones 1y 4 se amplificaron

por separado, y los exones 2 y 3 de manera conjunta (Figura 15).

Figura 15.
Forward primer en laposicion del intron 2901: AAGGAGATACATCCGAGGGAATTAT
Reverse primer en laposicion del intron 4117: GGCAGTTGAGTAAGACGGCTAA

Exén 1 Ex6n2 Exén3 Exoén 4
1 19 2025 26 92 93 445
PCR
4  amplificacion ——»
1216 pb
Forward
—>
\4
03 445 :
Reverse
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Para obtener un nUmero muy elevado de copias del fragmento de ADN que nos interesa

estudiar, es necesario un proceso que requiere repetir en un nimero determinado de

ocasiones un programa de temperatura o ciclos en unos aparatos |lamados
termocicladores (GeneAmp PCR System 9700, Perkin EImer, USA), cuya caracteristica

principal esla oscilacion de temperaturas en un periodo muy corto de tiempo.

Cada uno de esto ciclos consta de las siguientes fases:

a)

b)

Fase de desnaturalizacion: consiste en la separacion de las dos cadenas que
forman el ADN molde; esto se consigue mediante la aplicacién de temperaturas
elevadas (entre 92 y 95° C) durante un periodo de tiempo que oscila de segundos
a varios minutos. A estas temperaturas las moléculas de ADN se estiran y se
desenlazan y los puentes de hidrogeno entre ambas cadenas se rompen. De esta

manera las cadenas quedan expuestas a la unidn con los cebadores especificos.

Fase de unidn a cebadores 0 annealing o fase de anillamiento: en esta fase los
cebadores se unen a las cadenas de ADN complementarias, en los extremos de
las secuencias que necesitamos amplificar. Esta reaccion se lleva a cabo a una
temperatura especifica, llamada temperatura de anillamiento (0 Tm del inglés
melting temperature) gque es especifica de cada pareja de cebadores en funcién
del contenido de sus bases, y que varia entre 45y 70° C. Asi por gemplo, a
mayor contenido de nucledtidos G-C en € cebador, mas ata debe ser la
temperatura para que tenga lugar la unién. Este fendmeno determina una mayor

especificidad del proceso.

Fase de elongacion o extension: en esta fase la enzima polimerasa afiade
nucledtidos a las cadenas que se van sintetizando a partir de los extremos 3'-OH
libres de los cebadores. La temperatura 6ptima para llevar a cabo esta reaccién
es de 72° C. La duracion del proceso depende de la longitud del fragmento que

sevaaamplificar.
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En la mayoria de las reacciones de amplificacion se afiade un dltimo paso de
extension final a 72° C durante un tiempo aproximado de 3 a 10 minutos. Este
paso sirve para aquellos fragmentos o cadenas de nueva sintesis cuya extension

todavia no ha sido anaizada.

Estas tres fases forman ciclos que se repetirdn sucesivamente en un numero
determinado de ocasiones (en general, entre 25 y 40 veces) lo que permitira la

obtencién de un gran nimero de copias de laregion de ADN amplificada.

Las condiciones de la PCR que se realizO en nuestro laboratorio fueron las
siguientes. desnaturalizacion a 95° C durante 5 minutos, 35 ciclos a 95,4° C de 30
segundos; 60° C un minuto y 72° C durante 90 segundos, seguidos de una extensién
final a74° C durante 7 minutos.

3.4.4. Electroforesis del producto amplificado

La electroforesis del producto obtenido por PCR permite comprobar que los fragmentos
de ADN han sido amplificados, y descarta la existencia de bandas inespecificas que no
se correspondan con €l peso del fragmento de ADN que se quiere estudiar. Se puede
realizar sobre un gel de agarosa o de acrilamida. En este estudio se utilizé un gel de
agarosa a 1% en el cual las muestrasy €l control negativo (consistente en la sustitucion
del ADN molde por un volumen igual a la del agua DEPC estéril utilizada en la
amplificacion), fueron sometidas a electroforesis durante 1 hora a 72V. Transcurrido
dicho tiempo, €l gel se tifie con bromuro de etidio durante 10 minutos para visualizar las
bandas del producto amplificado. Posteriormente, los geles son colocados sobre un
transiluminador de luz ultravioleta, siendo visualizados y fotografiados con pelicula
Polaroid® D-669 (Figura 16).
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Figura 16. Andlisisdel ADN sérico: procedimiento

TINCION

_\ Bromuro de etidinio

GEL  mmmp

gel deagarosaa 1%

Fragmentos de |:‘f\> -
ADN mayores

Fragmentos de ':\
ADN apoptéticos

3.4.5. Purificaciéon de la PCR

Los productos de la PCR se purificaron antes de utilizarse para la secuenciacion. Se

utiliz6 un kit comercia (Usb, USA) que contenia dos enzimas fundamentales: (1)
exonucleasa 1 (10U/m en 20mM TrissHCL, pH 7.5, ImM MgCl,, 0.1 mM ZnCl,, 50%
gliceral) y (2) una fosfatasa acalina (2U/m en 25mM Tris-HCI, pH 7.6, ImM MgCl,,
0.1mM ZnCl,, 50% glicerol). Cada tubo contiene 10 mi del producto de la PCR, 4 de

exonucleasa 1, y 4 de fosfatasa alcalina. La mezcla se incuba a 37° C durante 45

minutos y las enzimas se inactivan por calor a 80° C durante 15 minutos en un ciclador
térmico (GeneAmp PCR System 9700m, Perkin Elmer, USA).
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3.4.6. Andlisis y secuenciacion del ADN genémico

Toda la secuenciaciéon del ADN se realizd con un primer marcado con fluorescente y en

un secuenciador de la casa comercial Pharmacia Biotech (Figura 17, ALFwin Express

Sequencer, Sweden). Un total de 8 reacciones de secuenciacion se realizaron hasta

secuenciar los 445 aminoécidos del gen de latubulina (Tabla 17).

Tabla 17. Secuenciacion del ADN gendémico

Exon | Parte | Nombre Secuencia Sentido m
del
primer
1 TS0362 | TTTTCATAACTTACCTGGATTTTT Reverse| 52.8°C
2 TS2360 | ATAAGTGGGAGACAGGGAAGGGAA | Reverse| 63.9°C
3 TS2491 | CAAGTCTCTGATCCCTGCTGTCTC Forward| 62.5°C
4 1 TS2955 | ATCTTCCATACCCTGTTAATTAGCTT | Forward 60°C
2 TS3190 | CAGCAAGATCCGAGAAGAATACCCT | Forward| 63.7°C
3 TS3430 | TGTCACCACCTGCCTCCGTT Forward| 64.7°C
4 TS3661 | CGTGGCTGCTGTCTTCCGTGG Forward| 69.2°C
5 TS3856 | CTTCAAGCGCATCTCGGAGCAG Forward 638°C

Tm= melting temperature o temperatura de fusion

Las condiciones de PCR para cada primer fueron: desnaturalizacion a 95° C durante 5

minutos y 25 ciclos de: (1) desnaturalizacion a 94° C durante 30 segundos, (2)

78




Pacientes y métodos

anillamiento a temperatura de fusion durante 30 segundos, (3) primeraextensiéon a72° C
durante 45 segundos seguido de una auto-extension final a 72° C durante 10 minutos. La
reaccion de secuenciacion se reaizé con un kit de la casa comercia Amersham
Pharmacia Biotech, de Suiza.

La secuenciacion se llevd a cabo en 4 tubos separados (uno para cada nucledtido A, C,
Gy T) en 25 ciclos. Se afade tincion con formamiday fucsina a cada tubo y la muestra
se extiende en un gel de acrilamida a 8% que es preparado segun el sistema Reprogel
(Amersham Pharmacia). Este sistema puede leer entre 400 y 700 pares de bases
razonablemente bien, y a una frecuencia de aproximadamente 1 par de base por minuto.

Figura 17. Secuenciador de la casa comercial Pharmacia Biotech (ALFwin
Express Sequencer, Sweden).

El ADN sérico de los pacientes afectos de cancer de pulmén de célula no pequefia se
compar6é con la secuencia del gen de la M40 b-tubulina del GenBank (numero de
acceso: JO0314). La secuencia también se compar6é con el ADN de los linfocitos, del

tgjido pulmonar sano y del suero de los sujetos sanos.
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3.4.7. PROTOCOLOS DE LABORATORIO

A. PURIFICACION DEL ADN SERICO CON QIAamp® DNA MINI KIT

QIAamp® DNA blood Mini Kit (50 muestras): QIAGEN (lzasa) Ref # 51104
QIAamp® DNA blood Mini Kit (250 muestras): QIAGEN (lzasa) Ref # 51106

PROCEDIMIENTO

1

Cargar 40 m QIAGEN Protease ( 0 Proteinasa K- stock de 20 mg/ml) en un tubo
estéril de Eppendorf de 1.5 ml.

Afiadir 400 m de suero en el tubo y mezclar invirtiendo el tubo varias veces.
Afadir 400 nl de tampon AL ala muestra. Mezclar mediante volteo durante 15

segundos.

Incubar a 55° C durante 1h 30 min.

5. Centrifugar brevemente el tubo de Eppendorf de 1.5 ml para extraer las gotas del

interior de latapadera.

Afadir 400 m de etanol (96-100%) a la muestra, y mezclar de nuevo con €l
torbellino durante 15 segundos. Tras el mezclado, centrifugar brevemente €l
tubo de 1.5 ml y extraer de nuevo las gotas del interior de la tapadera.

Aplicar cuidadosamente la mitad de la mezcla del paso 6 a la columna de giro
QlAamp (en un tubo de 2ml) sin mojar el canto, cerrar la tapa, y centrifugar a
8.000 rpm durante 2 min. Colocar la columna de QIAamp en un tubo limpio de
2 ml y desechar €l tubo que contiene €l filtrado.

Cuidadosamente aplicar e resto de la mezcla del paso 6 a la misma columna de
QIAamp y repetir la centrifugacion a 8.000 rpm durante 2 min. Colocar la
columna de QIAamp en un tubo nuevo de 2 ml y desechar el tubo que contiene
el filtrado.

Abrir cuidadosamente la columna de QIAamp y afiadir 500 i de tampdén AW1
sin mojar el canto. Cerrar la tapa y centrifugar a 8.000 rpm durante 2 min.
Colocar la columnade QIAamp en un tubo nuevo de 2 ml y desechar el tubo que

contiene € filtrado.
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10. Abrir cuidadosamente la columna de QlAamp y afadir de 500 m de tampon
AW?2 sin mojar € canto. Cerrar latapaderay centrifugar a 14.000 rpm durante 5
min.

11. Colocar la columna de QIAamp en un tubo de Eppendorf de 1.5 ml y desechar el
tubo que contiene el filtrado. Cuidadosamente abrir la columna de QlAamp y
anadir 70 m de agua de DEPC precalentadaa55° C

12. Incubar a 55° C durante 5 min. Guardar a temperatura ambiente durante 5 min.

13. Centrifugar a 10.000 rpm durante 5 min.

14. Desechar la columna de QIAamp e incubar € tubo a 37° C durante la noche.

15. Incubar a 65° C durante 5 min. Agitar brevemente y guardar en hielo durante 5

minutos. Se almacenaa4° C o a—20° C s es durante mucho tiempo.

Figura 18. Esquemagréfico del aidamiento del ADN gendmico de las
muestras del suero

Lisis Union Lavado
Pipeta 20 ni de PK Afiadir etanol y Tampon y
Afiadir 200 n suero centrifugar centrifugar
Afiadir 200 m Tampén - .~
incubar 56°C 10 min :> ), :> w’
Cuantificacion - Diluir 50 m de
Guardar agua destilada
A 20°C y centrifugar

Andlisis sobre a b~
U
agarosa -

|

—

blR=
|

ADN sérico
de los pacientes

ADN sérico
de los controles

16.
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B. AISLAMIENTO DE ADN DE TEJIDO CON QlAamp® DNA MINI
KIT

QIAamp® DNA blood Mini Kit (50 muestras): QIAGEN (lzasa) Ref # 51104
QIAamp® DNA blood Mini Kit (250 muestras): QIAGEN (lzasa) Ref # 51106

PROCEDIMIENTO

1

Cortar la muestra de tejido (aproximadamente 25 mg) en piezas pequeias y
anadir 180 m de ATL (tampdn de lisistisular- QIAGEN ref. # 19076-).

Afadir 40 m de QIAGEN Protease (0 proteinasa K-20mg/ml-) a un tubo de
Eppendorf de 1.5 ml. Incubar a 55° C durante la noche (si es posible voltear
ligeramente cada 2 o tres horas).

Girar levemente y afiadir 200 m de tampon AL a la muestra. Mezclar mediante
volteo durante 15 segundos.

Guardar a 70° C durante 10 min.

5. Afadir 200 m de etanol absoluto y voltear durante 15 segundos.

Aplicar cuidadosamente la mezcla del paso 5 a la columna de QIAamp (en un
tubo de 2 ml) sin mojar los cantos, cerrar la tapadera, y centrifugar a 8.000 rpm
durante 2 min. Colocar la columna de QIAamp en un tubo limpio de 2 ml y
desechar el tubo que contiene € filtrado.

Abrir cuidadosamente la columna de QIAamp y afadir 500 ni de tampon AW1
sin tocar el canto. Cerrar la tapadera y centrifugar a 8.000 rpm durante 2 min.
Colocar la columna de QIAamp en un tubo de 2 ml y desechar el tubo que
contiene €l filtrado.

Abrir cuidadosamente la columna de QIAamp y afadir 500 i de tampon AW?2
sin tocar los cantos. Cerrar latapaderay centrifugar a 14.000 rpm durante 3 min.
Colocar la columna de QIAamp en un tubo de Eppendorf de 1.5 ml y desechar el
tubo que contiene €l filtrado. Abrir cuidadosamente la columna de QlAamp y
anadir 100 m de agua DEPC precalentada a 55° C.

10. Incubar a 55° C durante 5 min. y guardar a temperatura ambiente durante 5 min.

11. Centrifugar a 10.000 rpm durante 5 min.
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12. Desechar la columna de QIAamp e incubar e tubo de Eppendorf de 1.5 ml a 37°
C durante lanoche.
13. Incubar a 65° C durante 5 minutosy girar levemente. Guardar en hielo durante 5

minutos y finalmente almacenar a 4° C 0 a—20° C si es durante mucho tiempo.
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C. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA SANGUINEA: SUERO Y
POBLACION LINFOCITARIA

C.1. AISLAMIENTO DEL SUERO

1

Recoger las muestras sanguineas de cada paciente en tubos de 10 ml con gel
SST vy activador de la coagulacion (ref.- 368510 Becton Dickinson Systems UK).
Guardar los tubos en posicion vertical durante a menos una hora a temperatura

ambiente hasta que se organice el coagulo.

3. Centrifugar a 3.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

4. Transferir el suero (sobrenadante)a un nuevo tubo estéril.

5. Centrifugar de nuevo a 2.500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente

para detectar las células que persistan en el suero aislado.

Almacenar a—20° C hasta su uso o proseguir con la extraccion de ADN.

C. 2. AISLAMIENTO DE LAS CELULAS PERIFERICAS

1

Recoger las muestras sanguineas de cada paciente en tubos de 3 o 10 ml con
K3/EDTA (tubo lavanda) (3ml-ref. #367652#- 0 10 ml —ref. #368457# Becton
Dickinson System UK)

Centrifugar a 2.500 rpm durante 15 min. a temperatura ambiente y desechar el
sobrenadante.

Transferir las muestras de sangre a tubos estériles de 20 ml y afiadir 2-3
volumenes de tampon de lisis de eritrocitos (155 mM NH4CL-8.3 g/l-, Hepes 10
mM =10 ml IM7L-, pH 7.0).

Incubar los tubos a temperatura ambiente durante 10 min. sobre una plataforma
balanceante.

Centrifugar a 3.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Desechar el sobrenadante cuidadosamente.

Eliminar e “pellet” con 1 ml (en tubos de 3 ml) 0 4-5 ml (en tubos de 10 ml) de
tampon de lisis de eritrocitos y licuar en un tubo de Eppendorf de 1.5 ml.

Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 3.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente y desechar

el sobrenadante con una pipeta.
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3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para el tratamiento automatico de los datos, se disefié una base de datos utilizando el
programa DBASE IV en e sistema operativo Microsoft MS-DOS. Los céculos
estadisticos para e andlisis de los datos, se realizaron con el paquete de programas

SPSS version 9.0 para Windows.

3.5.1. Estadistica descriptiva

Todas las variables fueron tratadas como variables categoricas, excepto la edad al
diagndstico y la concentracion de ADN en suero, que se analizaron como variables
cuantitativas.

Para cada una de las variables cualitativas, se calcularon las frecuencias absolutas y
relativas de presentacion.

Para las variables cuantitativas se procedié a céculo de estadisticos de tendencia
central y dispersion, expresados mediante la media, la mediana 'y la desviacion tipicay

recorrido.

3.5.2. Estadistica inferencial

La asociacion entre variables cualitativas se estudié mediante la creacion de tablas de
contingencia que posteriormente fueron sometidas al test de hipétesis de Chi-cuadrado
con la correccion de Y ate o prueba exacta de Fisher.

L as asociaciones univariables entre la presencia o ausencia de mutacion del gen de la b-
tubulinay los factores prondsticos basal es se analizaron con el test exacto de Fisher.

Las variables continuas con una distribucion no-normal se compararon mediante el test
de Mann-Whitney U.
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3.5.3. Analisis de supervivencia

Para € estudio de la interaccién de las diferentes variables con e tiempo de
supervivencia global, definido como el tiempo transcurrido desde el primer tratamiento
recibido hasta la muerte del paciente o fin del estudio (30 de marzo de 2000), y tiempo
hasta la progresion, definido como el tiempo transcurrido desde e primer tratamiento
hasta la recidiva o progresion de la enfermedad, se realizd siguiendo e modelo de
Kaplan-Meier.

Para la comparacion entre las curvas de supervivencia, se utilizaron las pruebas de log-

rank , Breslow y Tarone-Ware.

3.5.4. Estudio multivariante

El modelo de regresion multiple de Cox, se aplicd con la finalidad de aislar grupos de
variables (covariables) que tuvieran relaciéon con a supervivenciay el tiempo hasta la
progresion.

Tanto en e caso de test de hipétesis, como en e modelo Cox, se tom6 como nivel de
significacion un valor igual o menor del 5% (a = 0.05) y una potencia para test bilateral
del 80% (1-b = 0.8).

La totalidad de las valoraciones estadisticas han sido realizadas por e Doctor José
Javier Sanchez, al cual vadirigido este agradecimiento.
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4. RESULTADOS
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4.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

Se ha estudiado una serie de 52 pacientes intervenidos de cancer de pulmén de célulano
pequeiia, atendidos en el Hospital Universitario Germans Trias i Pujol, y que provienen
de la region sanitaria del Maresme y del Barcelonés Nord. Asimismo, se ha recogido
muestra sanguinea de 112 individuos sanos de la misma érea geogréfica, utilizada como

control.

La Tabla 18 resume las caracteristicas clinicas méas importantes de los 52 pacientes del
estudio.

Las variables que se sefialan y los criterios de val oracion son los descritos en el apartado

de Pacientes y Métodos.

El grupo de pacientes es relativamente joven. La mediana de edad de |os pacientes en el

momento del diagndstico es de 57.5 afios, con un recorrido entre 35y 79 afios.

La mayoria de los pacientes pertenecen al sexo masculino (94.2%) y tan solo hay tres

mujeres (5.8%) en la poblacion de estudio.
En la evaluacion del estado basal del paciente (performance status), tres pacientes
(5.8%) presentaban un performance status de 2, y € restante (94.2%) un performance

status de 0 o 1. Es decir, lamayor parte de la serie son pacientes de manejo ambulatorio.

Una pérdida ponderal mayor del 5% en los Ultimos 6 meses a diagnostico se presenta

en un 21.2% del total de los pacientes. El tabaquismo como factor de riesgo, se
demuestra en lamayoria de |os pacientes (94.2%).

Por estadio clinico-quirdrgico de la enfermedad y segun la clasificacion TNM

modificada por Montain en 1997, los pacientes se distribuyen de la siguiente manera: 7
pacientes (13.5%) presentan un estadio patolégico A, 17 pacientes (32.7%) un estadio
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IB, 2 pacientes (3.8%) un estadio 1A, 10 (19.2%) estadio 1B, y finalmente 16 pacientes
(30.8%) un estadio I11A.

Tras la intervencion quirdrgica el estudio histolégico muestra un predominio del tipo

carcinoma escamoso (44.2%), seguido del tipo adenocarcinoma (34.6%) y por ultimo de

carcinoma de célula grande (21.2%).

Respecto a grado de diferenciacion histolégica, grado 1 de diferenciacion o bien

diferenciado, se presenta en 4 pacientes (8% de la serie); grado 2 o moderadamente
diferenciado en 19 pacientes (37%); grado 3 de diferenciacion o pobremente
diferenciado en 23 pacientes (44%); y no pudo ser determinado en 6 pacientes (11% del
total).

De la serie total de 52 pacientes, previamente a la cirugia recibieron quimioterapia con
intencion neocadyuvante 13 pacientes (25%), 9 de elos con un triplete formado por
cisplatino, gemcitabina y docetaxel, y € resto con una doble combinacién de platino

(cisplatino y gemcitabina, paclitaxel y carboplatino, cisplatino y etopdsido).

El tipo de cirugia predominante fue la lobectomia que se realizd en 34 pacientes

(65.4%). A continuacion por orden de frecuencia se practicdO neumonectomia en 14
pacientes (27%) y en & grupo restante, se practicaron segmentectomia o una reseccion
atipica pulmonar (7.6%).

Tras la cirugia inicial, 10 pacientes recibieron quimioterapia adyuvante posterior, bien

por considerarse la cirugia incompleta o no radical (méargenes quirdrgicos afectos o
afectacion histolégica ganglionar mediastinica ata) o bien por considerarse que
presentaban criterios de alto riesgo de recidiva (edad joven, gran tamafio tumoral,
invasion perineural, linfética o vascular en el estudio histologico de la pieza). El
esguema de quimioterapia empleada fue variable segin € protocolo asistencial del
Servicio de Oncologia Médica en aquel momento: cisplatino y vinorelbina, carboplatino
y paclitaxel, cisplatino y gemcitabina y finalmente también se utiliz6 docetaxel en

monoterapia.
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Traslacirugiainicia y en un intervalo intermedio de 4-6 semanas, 27 pacientes (52%)

recibieron radioterapia adyuvante mediante acelerador lineal, sobre mediastino y lecho

quirdrgico tumoral, con una dosis total que variaba entre 55y 66 Gy.

4.2. RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE ADN TUMORAL.

Laextraccion de ADN sérico se realizo entre octubre de 1998 y marzo de 1999 segun €l

método descrito en el apartado de Pacientes y Métodos.

La concentracién media de ADN sérico fue de 3.6 ng/ml (con un recorrido entre 0.4 y

7.6 ng/ml) en los individuos del grupo control y de 7.5 ng/ml (con un recorrido entre
1.2y 33 ng/ml) en & grupo de pacientes intervenidos de cancer de pulmoén de célula no
pequefia (p= 0.0001). Respecto a los diferentes estadios (I-111A) de cancer de pulmén
estudiados, no se han encontrado diferencias en la concentracion sérica de ADN.
Asimismo, la concentracién media de ADN en |os pacientes con mutaciones del gen de
la b-tubulina era similar a la concentracion media de los pacientes que no presentaban
dicha mutacion: 5.8 nmg/ml para aguellos pacientes sin mutacién de la b-tubulina
(recorrido entre 1.2 y 19 ng/ml) y 6 ng/ml para los pacientes afectos de la mutacion
(recorrido entre 0 y 33 ng/ml), siendo esta pequefia diferencia no significativa entre

ambos grupos (Tabla 19 y Figura 19).

4.3. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE MUTACIONES
De los 52 pacientes estudiados para la cuantificacion y determinacién de mutaciones del

gen dela b-tubuling, el 40.4% (21 pacientes) presentaba mutaciones de dicho gen, todas

ellas localizadas en el exdn 4, exdn que se extiende entre los residuos 93 y 445 (Tabla
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20). No se encontré6 mutacion del gen de la b-tubulina en ninguna de las 30 muestras

(linfocitos, tejido sano y suero) estudiadas como método de control.

Las mutaciones se localizaron en dos regiones principales que se llamaron Region 1y
Region 2 por conveniencia del estudio. La Region 1 incluye los codones localizados
entre 102 - 264 y laRegion 2 incluye los codones 277 - 425. El modelo molecular de la
tubulina manifiesta que ambas regiones difieren en e modo de agruparse en la tubulina.
Las mutaciones situadas en la Regién 1 se localizan cercade lazonade unién al GTPy
de la zona de union al taxano, asi como de la hélice H7. Sin embargo, las mutaciones
localizadas en la Region 2 se confinan en la superficie de la proteina. En la serie de
estudio, 11 pacientes presentaron mutaciones en la Regién 1 y los restantes 10

pacientes, presentaron la mutacion en la Region 2.

Las mutaciones fueron del tipo missense en e 95% de los casos (20 pacientes del total
de 21) y del tipo nonsense en el 5% restante (1 paciente). Aproximadamente la mitad de
los casos fue una mutacion tipo transicion (cambio de una purina por otra distinta, o de
una pirimidina por otra diferente) y la otra mitad una mutacion tipo transversion

(cambio de una purina por una pirimidina o viceversa).

Se han descrito diferentes patrones de alteraciones genéticas en pacientes no fumadores
con adenocarcinoma de pulmén asi como una asociacion con e sexo del paciente, sin
embargo en nuestro estudio no hubo ninguna relacion entre la presencia de mutaciones
del gen delab- tubulinay el hébito tabaquico de los pacientes, el sexo, ni con las deméas
caracteristicas basales (Tabla 21). Tampoco hubo relacion ninguna entre la localizacién
de la mutacion en la Region 1 6 2 del gen de la b-tubulina (Tabla 22) y las

caracteristicas clinicas de | os pacientes (edad, sexo...).

De los 19 pacientes de los que disponiamos de tejido pulmonar del tumor primario

(Tabla 23), se encontraron mutaciones en € gen de la b-tubulina en cinco de dichos
pacientes (en la tabla con las numeraciones 1, 2, 5, 8 y 19). Ta y como se observaen la
tabla, tres de estos pacientes (los numerados 1, 5y 19) no presentaban mutaciones en la

determinacién del ADN sérico, y durante el seguimiento clinico no mostraron recidiva
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tumoral, permaneciendo todos ellos vivos en el momento del andlisis de supervivencia
En los otros dos pacientes (en la tabla con los nimeros 2 y 8) las mutaciones de la b-
tubulina del tegjido tumora primario persistieron en el ADN sérico, a pesar de la
guimioterapia adyuvante, que en estos dos casos se realiz0 con taxanos, y |os pacientes

desarrollaron metéstasis a distancia durante el seguimiento evolutivo.

De los 14 pacientes restantes de los que disponiamos tejido primario tumoral que no
presentaban mutacion del mismo, cuatro pacientes presentaban mutaciones del gen de la
b-tubulina en el ADN sérico y no la presentaban en el tumor primario (pacientes de la
tabla 3, 6, 12 y 14), y 10 pacientes no presentaban mutaciones ni en el suero ni en €l

tumor primario (pacientes con numeraciéon 4, 7, 9, 10, 11, 13, 15, 16, 17, y18).

Merece la pena mencionar que tres pacientes presentaban mutacion en €l tejido primario
pulmonar en e codén 180 con e consiguiente cambio de aminoacido de Vaina a
Isoleucina (Val:180:11e). El significado de este hallazgo se comentara en el apartado de
Discusion mas adelante.

4.4 ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA

La supervivencia mediana (Tabla 24) de este grupo fue de 61.7 meses para los once
pacientes que presentaban la mutacion en la Region 1 del gen de la b-tubulina, mientras
que no se ha acanzado para € grupo de pacientes con mutacion en la Region 2. Hubo
una fuerte tendencia hacia una mejor supervivencia en aquellos pacientes que
presentaban la mutacion en la Regién 2 que en los otros dos subgrupos pero que no

alcanzo un valor estadisticamente significativo (p= 0.07).

Al finalizar todo el tiempo de seguimiento (Ultima actualizacion € 30 de marzo de
2000), un total de doce pacientes (23%) han presentado recidivay /o progresion de su
enfermedad. El tiempo medio para la progresién ha sido de 15.7 meses (con un

recorrido entre 4.2 'y 72.2 meses). Nueve pacientes (17%) han fallecido y treinta'y un

92



Resultados

pacientes (60%) permanecen libres de enfermedad. La mediana de seguimiento del

estudio es de 18.9 meses, con un intervalo entre 1y 130 meses.
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5. TABLAS Y FIGURAS
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Tabla 18. Caracteristicas clinicas de la serie

Caracteristicas de los pacientes N= 52 Porcentaje
(%)

Edad

Mediana — afos 57.5

Recorrido — afos 35-79
Sexo

Hombre 49 94.2

Mujer 3 5.8
ECOG (performance status)

0/1 49 94.2

2 3 5.8
Pérdida de peso 11 21.2
Habito tabaguico 49 94.2
Estadio TNM

A 7 135

IB 17 32.7

A 2 3.8

1B 10 19.2

A 16 30.8
Histologia

Escamoso 23 44.2

Adenocarcinoma 18 34.6

Célulagrande 11 21.2
Mutaciones del gen de lab-tubulina 21 40.4

ECOG= Eastern Cooperative Oncology Group
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Figura 19 y Tabla 19. Concentracion de ADN sérico de la muestra de estudio con 52
pacientes intervenidos de CPNM.

Tabla 19. Concentracion de ADN sérico

Sujetos Ndmero Concentraciéon media de ADN p
(ug/ml)
Controles 112 3.6
Pacientes 52 7.5 0.0001
b-tubulina mutada
21 6
b-tubulina normal <0.1
31 5.8
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Tabla 20. Mutaciones del gen de la b-tubulina en e suero de 21 pacientes de 52

intervenidos de cancer de pulmoén de célula no pequefia

Paciente Codon Cambio de coddn Cambio de aa
1 102 gcec-acc AlaThr
2 158 gaa-gga Glu-Gly
3 177 gac-tac Asp-Tyr
4 180 gtc-atc Val-lle
5 180 gtc-atc Val-lle
6 180 gtc-atc Va-lle
7 203 gac-tac Asp-Tyr
8 230 tca-cca Ser-Pro
9 236 gtc-ttc Val-Phe
10 247 aat-tat Asn-Tyr
11 258 gtc-ggc Val-Gly
12 310 tac-aac Tyr-Asn
13 321 atg-att Met-lle
14 334 cag-tag GIn-Stop
15 352 gcec-acc Ala-Thr
16 355 gac-tac Asp-Tyr
17 355 gac-cac Asp-His
18 359 cot-tgt Arg-Cys
19 390 gcg-tgc Arg-Cys
20 403 atg-atc Met-1le
21 422 tat-gat Tyr-Asp

Las mutaciones de los pacientes con numeracion del 1 a 11 se localizaron en la Region 1. Las

mutaciones de los pacientes 12 al 21 selocalizaron en laRegion 2 del gen de la b-tubulina.

Nomenclatura de |os aminoécidos: Phe= fenilalaning; Leu= leucina; Ser= serina; Tyr= tirosing;

Cys= cisteing; lle= isoleucina; Pro= proling; His= histidina; Glu= glutamato; Arg= argining
Met= metionina; Thr= treonina; Asn= asparaging; Lys= lisina; Val= valina; Ala= alanina; Asp=
aspartato; Gln= glutamina; Gly= glicina
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Tabla 21. Caracteristicas clinicas de los 52 pacientes segun la presencia o no de

mutacion del gen de lab-tubulina

B-tubulina mutada  B-tubulina normal p
N % N %
N° de pacientes 21 40.4 31 59.6
Sexo NS
Hombre 19 90.5 30 96.8
Mujer 2 9.5 1 32
Edad, afios NS
Recorrido 40-76 35-79
Mediana 57 58
ECOG o PS NS
0/1 20 95.2 29 935
2 1 4.8 2 6.5
Pérdida de peso 5 23.8 6 194 NS
Habito tabaguico 19 90.5 30 96.7 NS
Estadio NS
1A 5 23.8 2 6.5
IB 8 38.1 9 29
A 1 4.8 1 3.2
1B 4 19 6 19.4
1A 3 14.3 13 41.9
Histologia NS
Escamoso 10 47.6 13 419
Adenocarcinoma 7 334 11 35.5
Célulagrande 4 19 7 22.6
Tumor primario NS
Tl 6 28.6 6 19.3
T2 12 57.1 16 51.6
T3 3 14.3 9 29

PS= performance status; NS= estadisticamente no significativo
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Tabla 22. Caracteristicas clinicas de |os pacientes seguin la presencia de mutacion enlaRegién 10 2

Mutacion Mutacion p
Region 1 Region 2
N % N %
N° de pacientes 11 52 10 48
Sexo NS
Hombre 9 82 10 100
Mujer 2 18
Edad (afios) NS
Recorrido 47 - 69 40-76
Mediana 56 60
ECOG o PS NS
0/1 9 82 10 100
2 2 18
Pérdida de peso 3 27 2 20 NS
Habito tabaguico 8 73 10 100 NS
Estadio NS
1A 2 18 3 30
IB 4 37 4 40
A 1 9 0 0
1B 3 27 1 10
A 1 9 2 20
Histologia NS
Escamoso 6 55 4 40
Adenocarcinoma 5 45 2 20
Célulagrande 0 0 4 40
Tumor primario NS
Tl 3 27 3 30
T2 6 55 6 60
T3 2 18 1 10
Tipo mutacion NS
Missense 11 100 9 90
Nonsense 0 0 1 10
Cambio de aminoéacido NS
Transicion 6 60 3 30
Transversion 4 40 6 60
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Tabla 23. Mutaciones en el tumor primario y en el suero de 19 pacientes de la serie

Paciente  Mutaciones en Tratamiento Extraccion Mutaciones Evolucién Vivo /
ADN tumoral (fecha) ADN sérico  en ADN Clinica Fallecido
(fecha) sérico
1 180,222,403,417 VNR-DDP (24.2.99)% No NED Vv
(15.2.99)
2 180 GEM-DDP (8.3.99)8 180 Met Oseasy de F
(9.6.99) partes blandas
PTX (25.10.99)
PTX-Carbo
(12.7.99)
DXT (13.3.00)
3 No GEM-DDP (24.3.99) § 333 NED Vv
(15.6.99) (12.10.99) £ No
4 No DDP-DXT-GEM (26.5.99) No Met cutdneay F
(4.1.99) ganglionar
DXT (13.4.99) axilar
GEM (12.1.00)
172 _ (26.4.99) No NED Y
No GEM-DDP (28.5.99) 310 Met adrenal y \%
(18.12.98) cerebral
PXT-DDP
(27.5.99)
No _ (28.6.99) No NED Y,
8 235 PXT-DDP (5.799) 235 Met Oseas Y
(24.3.99)
GEM-DDP
(17.11.99)
9 No _ (12.7.99) No NED Vv
10 No DXT (30.12.99) (12.7.99)§ No Recidiva Vv
ganglionar
mediastinica
11 No DDP-DXT-GEM  (5.7.99) No NED Y
(2.6.99)
DDP-GEM-DXT
(26.8.99)
12 No _ (2.8.99) 177 NED Vv
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13

14
15

16

17
18

19

No

No
No

No

No
No

180

GEM (21.9.99)

PXT-Carbo
(11.8.98)
PXT-Carbo
(18.2.99)
GEM-DDP
(7.2.00)
DDP-VBL
(19.3.97)
PXT-Carbo
(1.3.99)

GEM (26.11.99)
DXT (31.4.00)

DDP-DXT-GEM

(11.1.99)
GEM-DDP
(14.6.99)

(17.8.99) §

(25.8.99)
(25.8.99) t

(25.8.99) 1

(6.9.99)
(20.9.99) t

(11.10.99)

No

158
No

No

No
No

No

Met Oseasy
adrenal
NED
Met ganglionar
retroperitoneal

Met cerebral

NED
NED

NED

VNR, vinorelbina; DDP, cisplatino; GEM, gemcitabina; PTX, paclitaxel; Carbo, carboplatino; DXT,
docetaxel; VBL, vinblastina; NED, no evidencia de enfermedad; Met, metéstasis; V, vivo; F, fallecido.

§ muestras séricas obtenidas antes del inicio de la quimioterapia adyuvante
T muestras séricas obtenidas tras el inicio de la quimioterapia adyuvante

El resto de los pacientes no recibieron quimioterapia adyuvante
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Tabla 24. Estudio estadistico de supervivencia

N Mediana 1C95%  12m 18m 24m 36m p

Estadio I-I11A
No mutado 31 NA 21-1214 092 083 083 058 05
Region 1 11 61.7 1 1 085 064
Estadio I-111A
No mutado 31 NA 092 083 083 058 0.07
Region 2 10 NA 1 1 1 1
Estadio I-111A
Region 1 11 61.7 21-121.4 1 1 085 064 007

Regién 2 10 NA 1 1 1 1
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Figura 20. Supervivencia en estadio I-111A segun la presencia de mutaciones en la
Region 1 o 2 de lab-tubulina (p= 0.07)
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Figura 21. Supervivencia en estadio I-111A segun la presencia 0 no de mutaciones en la
Region 1 de lab-tubulina (p= 0.5)
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Figura 22. Supervivencia en estadio I-111A segun la presencia o no de mutaciones en la
Region 2 de la b-tubulina (p= 0.07)
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6. EJEMPLOS DE SECUENCIACION
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Figura 23. Andlisis de secuenciacion del ADN tras la amplificacion por PCR
Val:180:lle

A) Cododn 180 del paciente nimero 2. Un cambio de la base nitrogenada Guanina a
Adenina (transicion) provoca un cambio de aminoacido (Valina a lsoleucina) en
el codon 180.

B) Coddn 180 wild type.

A)

B)
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Figura 24. Andlisis de secuenciacion del ADN tras la amplificacion por PCR
Tyr:422:Asp

C) Coddn 422. Un cambio de la base nitrogenada Timina a Guanina produce un

cambio en el aminoécido de Tirosina a Acido Aspartico.
D) Codon 422 wild type.

C)

D)
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Figura 25. Andlisis de secuenciacion del ADN tras laamplificacion por PCR
Asp:177:Tyr

E) Coddn 177. Un cambio de la base nitrogenada Guanina a Timina provoca un
cambio de aminoé&cido (Acido Aspartico aTirosina) en e codén 177.
F) Codon 177 wild type.

A A A T T C T|T A QA C C T

F)
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Figura 26. Andlisis de secuenciacion del ADN tras laamplificacion por PCR
Asp:335:Tyr

G) Coddn 335. Un cambio de la base nitrogenada de Guaninaa Timinay formacién
de una poblacion mixta (gac+tac) provoca un cambio de aminoécido (Acido
Aspartico aTirosina) en el codon 355.

H) Codon 355 wild type
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El céncer de pulmén es una patologia de trascendencia sanitaria mundial.
Aproximadamente 11 millones de personas en el mundo mueren de cancer de pulmoén
cada afio, y en un 80% de estos, es debido a cancer de pulmén del tipo célula no
pequefia 0 no microcitico (CPNM). Se estima que el 80-90% de los canceres de pulmoén
son producidos por €l tabaco; sin embargo, aunque se considera e humo del tabaco
como €l principal factor etiologico, solo e 20% de los fumadores desarrollan cancer de
pulmon. Por tanto, otros factores de tipo ambiental y genético deben jugar un papel

significativo en la susceptibilidad de padecer cancer de pulmon.

Actuamente, més de la mitad de los casos se presentan a diagndstico como un estadio
diseminado o localmente avanzado, y los métodos actuales de cribgje para intentar
frenar e tremendo impacto de esta enfermedad no han logrado una deteccién mas
precoz. Es indiscutible que faltan una serie de parametros (marcadores geneéticos,
moleculares, bioldgicos...) que nos permitan identificar € riesgo de padecer cancer en
aquellos sujetos con factores de riesgo (fumadores, mayores de 45 afos...), pardmetros
gue nos ayuden a una deteccién en estadios mas precoces, a determinar pacientes de alto
riesgo de recaida, a valorar una respuesta al tratamiento y en definitiva, a mejorar €

prondstico actual de los pacientes afectos de cancer de pulmon.

Este estudio se ha realizado Unicamente con pacientes afectos de cancer de pulmoén
localizado con estadio I-IIIA e intervenidos quirdrgicamente. El tratamiento del
paciente afecto de CPNM en este estadio no esta bien establecido y es objeto
permanente de discusion. El tratamiento quirdrgico es el Unico capaz de curar en estos
estadios, a pesar de lo cual hasta un 50% de los pacientes con estadio IB desarrollan en
Su seguimiento metastasis a distanciay mueren a causa de ello. En esta serie, un 40% de

todos los pacientes han fallecido o presentado recidivatumoral durante el seguimiento.

Debido a que los factores prondsticos de uso actual como el estado basal del paciente y
la clasificacibn TNM son claramente insuficientes como factores predictivos en €
CPNM, en €l servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario Germans Triasi
Pujol y siguiendo lalinea de trabajo de busqueda de factores prondsticos en la patologia

tumoral de mayor incidencia, se harealizado este estudio en CPNM con dos objetivos.
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El primer objetivo de este trabajo era determinar la posibilidad de aislar el ADN tumoral
en el suero de los pacientes con cancer de pulmoén localizado estadio I-111A intervenidos
quirargicamente, y valorar el significado de este halazgo. El segundo objetivo del
estudio era comprobar si e gen de la b-tubulina puede detectarse en e ADN genémico
de los pacientes intervenidos de CPNM y s asi es, determinar si la tubulina puede ser

un gen diana como marcador del cancer de pulmon de célula no pequefia.

Incluso en e CPNM intervenido quirdrgicamente de manera radical, siempre existe la
posibilidad de que haya quedado enfermedad residual en forma de células metastéasicas
circulantes. Varios grupos de investigacion han demostrado la presencia de células
tumorales en € torrente sanguineo de pacientes con diversos tipos de cancer, asi que
probablemente podemos considerar al cancer de pulmén como una enfermedad
sistémica o0 cronica desde su inicio. Todos los métodos actuales de diagnéstico y
estadificacion del cancer de pulmoén, se basan en imagenes radiol6gicas que incluyen
radiologia convencional, tomografia computerizada, resonancia magnética,
gammagrafia 6sea, ecografia y desde hace poco tiempo la tomografia por emision de
positrones (PET). Todas €llas son técnicas cuya interpretacion esta sometida a error, y
ademés, € limite de deteccion del tumor es de aproximadamente 1 cm, |o que representa
10° células 0 una masa tumoral de 1 gramo. La presencia de micrometastasis no
detectadas por estos métodos es posiblemente la causa de recaida en los pacientes
intervenidos. En 1977 se publicé en una revista de gran prestigio oncolégico (Leon,
1977) la primera demostracién cientifica de la presencia de concentraciones de ADN
anormamente elevadas en el suero de pacientes afectos de cancer. En este trabgjo, €l
ADN tumoral se detectaba mediante un método indirecto de inmunoensayo en el suero
de 153 pacientes afectos de distintas patologias tumorales (mama, pulmon, colorectal,
genitourinario, cabeza y cuello, sistema nervioso central, linfomas y sarcomas) y como
controles utilizaban €l suero de 53 individuos sanos. Los resultados mostraban que las
personas sanas tienen unos niveles de ADN circulante que oscilan entre los 0 y 100
ng/ml, considerados como normales, frente a la concentracion en pacientes neoplasicos
que variaentre 0 y 50 ng/ml en un 50% de los casosy entre 50 y 5.000 ng/ml en el 50%
restante. Aunque no pudieron correlacionar los niveles de ADN con el tamafio o la

localizacion del tumor, demostraron niveles significativamente mas elevados en
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aguellos pacientes con enfermedad metastasica. Ademas, pudieron correlacionar una
disminucion de los niveles séricos de ADN con una reducciéon tumoral y con una

mejoria sintomética.

Numerosos estudios posteriores han demostrado que este ADN sérico aislado en sangre
periférica, procede del tumor primario y que presenta las mismas alteraciones
moleculares. Peck et al fueron capaces de aislar células tumorales circulantes en sangre
periférica mediante la técnica RT-PCR (reverse transcriptase PCR). Estatécnica es una
variante del PCR que permite la amplificacion de secuencias provenientes del ARN, y
detectaron el ARN mensgjero de la proteina epitelial citokeratina 19. Demostraron su
presencia en pacientes afectos de cancer de pulmon de diferentes tipos histoldgicos
(40% en €l subtipo de adenocarcinomas, 41% entre los escamosos y 27% en carcinoma
de célula pequefia). Ademas la cuantificacion de las células tumorales circulantes se

correlaciond con la cargatumoral y con larespuesta al tratamiento.

En e presente estudio se ha cuantificado la concentracion de ADN en la sangre de
individuos sanos y en la de pacientes intervenidos de cancer de pulmén en diferentes
momentos de su evolucion. Se ha encontrado ADN tumora en el suero de todos los
pacientes con una concentracion media de ADN sérico de 7.5 nmg/ml (con un recorrido
entre 1.2 y 33 ng/ml). También se ha detectado ADN en los individuos sanos, con una
concentracion media de 3.6 ng/ml (recorrido entre 0.4 y 7.6 nmg/ml). Sin embargo, la
diferencia entre ambos grupos -pacientes e individuos sanos- fue estadisticamente
significativa (p= 0.0001). Como se hareferido anteriormente, la presenciade ADN en €l
suero de los individuos controles no es de extranar, pues se ha de tener en cuenta que
nanogramos de ADN circulante en sangre se detectan en individuos sanos debido a
ciertos procesos autoinmunes como son por gemplo el lupus sistémico eritematoso,
pancredtitis, artritis reumatoide, colélitiasis, colitis ulcerosa..., aunque en muy pequefia
cantidad (del valor de 10™ ng/ml de ADN soluble). En el caso de los pacientes, la
cuestion de si el ADN circulante detectado, proviene realmente del tumor o proviene de
la liberacion de las células sanguineas del huésped —por gjemplo, de la lisis celular
producida por la misma extraccién sanguinea con la aguja-, es muy discutida. Ya en
1989, Stroun et al comprobaron que la estabilidad de la doble cadena de ADN tumoral
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es mucho mas débil que ladel ADN de células normales. Esta caracteristica les permite
detectar y cuantificar el ADN circulante, midiendo su absorbancia (hipercromacidad) a
260 nm y comprobar que el ADN detectado en suero / plasma de pacientes oncol 6gicos
proviene fundamentalmente del tumor. Més recientemente, Jahr et al desarrollan que el
ADN del plasma proviene en su mayoria del tumor primario, aunque también en menor
medida de células no tumorales, estas Ultimas, del tejido necrético que rodea al tumor y
gue se degenera como consecuencia del crecimiento tumoral y, que es liberado a
torrente sanguineo. Refieren que ambos tipos de ADN provienen de dos procesos
diferentes de muerte celular: apoptosis y necrosis celular. Ademas defienden que los
fragmentos de ADN producidos por apoptosis son de tamafio mas pequefio que los

producidos por necrosis celular.

La mayoria de los métodos empleados en el laboratorio no son o suficiente sensibles
como para detectar la presencia de células circulantes en un gran nimero de pacientes
con carcinomas en estadios precoces. Probablemente, puede que sea debido no sélo ala
falta de sensibilidad del método utilizado sino también a que las células aparezcan
periodicamente en la circulacion durante e desarrollo del tumor. De hecho, €l
mecanismo por el cua se libera ADN tumoral a torrente sanguineo, es desconocido.
Una explicacion razonable seria que la liberacion intermitente de células tumorales a
torrente sanguineo se relacionase con € desarrollo de metastasis tumorales. No
obstante, también se han detectado células tumorales en €l torrente sanguineo mediante
PCR en un gran numero de pacientes con buen pronéstico y que no desarrollan
metastasis, es decir, su deteccién no implica € desarrollo de enfermedad a distancia.
Incluso, por técnicas de inmunocitoquimica se han detectado células cancerigenas en la

meédula ésea en pacientes con enfermedad clinicamente localizada (Braun et al).

S realmente se produce una liberacion sanguinea de células tumorales como un
acontecimiento precoz en la tumorigénesis o como un factor predictivo de mal
pronostico y determinante de aparicion de metéstasis, su deteccidon podria utilizarse
como método de cribaje y de seguimiento. Sin embargo, como ya se ha referido
previamente, hasta e momento actual tan solo dos pardmetros han guiado las

indicaciones de la quimioterapia o la agresividad de un cancer de pulmén en un
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individuo en concreto: estadio TNM y performance status o estado basal del paciente.
Otros parametros de carécter clinico como son la pérdida de peso, la presencia de
niveles de hemoglobina £11g/dl en sangre periférica, el grado de diferenciacion
histologica o laedad al diagnostico, tienen un valor discutido como factores predictivos.
Por otra parte y en e ambito de la biologia molecular, los estudios realizados se han
centrado en determinar si la presencia o ausencia de una alteracion genética determinada
puede predecir € prondstico de los pacientes con cancer de pulmén. Como ya se ha
comentado en € capitulo de Factores prondsticos, las mutaciones en €l oncogén k-ras
son las que han demostrado esta relacion con un peor prondstico con mayor
contundencia, tanto en estadios iniciales como avanzados. Asimismo, la sobreexpresion
del gen Her-2/neu combinada con la presencia de mutaciones en k-ras también parece
implicar un peor prondstico (Rosell, 1996, 1997). Sin embargo, la presencia de
mutaciones en p53 es controvertida por |o que se refiere a un mejor o peor prondstico
(Sanchez-Céspedes, 1998). La dificultad de las técnicas y la discrepancia de los
resultados de los diferentes estudios, motiva que ninguna de estas alteraciones genéticas

se utilicen como factores predictivos en la précticaclinica diaria

En este estudio, se ha intentado definir si e gen de la b-tubulina podria ser un factor
prondstico de supervivencia. Este gen fue estudiado por Monzé et al en pacientes con
CPNM estadio 11IB y IV en los que se investigo la presencia de mutaciones sométicas
en lab-tubulinay su relacion con laresistenciaa paclitaxel. Se buscaron mutaciones en
el dominio de union a agente quimioterapéutico (los 31 aminoécidos del extremo
amino terminal, que corresponden alos exones 1y 2) y en el dominio de union al GTP
(exdn 4 principalmente). Todas las mutaciones se encontraron en € exén 4, en la zona
de union a GTP. Los pacientes con mutaciones en € gen de la b-tubulina presentaban
resistencia al paclitaxel y tenian una media de supervivencia de tres meses, menor
incluso que la que hubieran tenido sin quimioterapia con € taxano. La explicacion que
ellos refieren es que puede deberse a que la célula tumoral que esta mutada ha
empezado un proceso de apoptosis, y entonces al afadirle paclitaxel a estas células, los
microtubul os que no se hubieran polimerizado empiezan la polimerizacion y el proceso
de mitosisy replicacion celular. El paclitaxel es un agente polimerizador tan potente que

suple al GTP en ausencia de éste y favorece la polimerizacion en las condiciones méas
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adversas, contribuyendo asi a la proliferacion tumoral. Por el contrario, los pacientes
gue carecian de mutaciones en € gen de la tubulina, tenian una media de supervivencia
de 10 meses y un indice de supervivencia a uno, tres 'y cinco afos del 33,3 %, 12.1y 3
% respectivamente. Estos resultados reflgjan un fuerte contraste con la falta de respuesta

y pobre supervivencia de |os pacientes con mutacién del gen de latubulina.

Basandonos en esta investigacion y por las caracteristicas propias de los microtubulos
que los hacen imprescindibles para la célula, se realizd este estudio de marcador
predictivo centrandonos en el gen de la tubulina. Como se ha comentado en el capitulo
de Introduccion, los microtibulos son unos elementos ubicuos formados por la
asociacion de monomeros de a y b-tubulina, esenciales para el transporte intracelular y
division celular. Cada monémero de tubulina se une a un nucleétido de guanina (GTP),
el cual esintercambiable en la subunidad b (E-site) pero no en la subunidad a (N-site).
Launién del GTP alasubunidad a de la tubulina parece que tiene un papel Unicamente
estructural, sin embargo €l GTP unido a la b-tubulina es crucia para la polimerizacién
del microtubulo. De acuerdo con Nogales et al y segin su modelo por cristalografia
electronica, la posicion del paclitaxel en la subunidad b esta ocupada por 8 aminoécidos
extras en la subunidad a, lo que sugiere que € paclitaxel puede simular el efecto

estabilizador de los 8 residuos extras de la a-tubulina en €l bucle o loop M.

En e presente estudio se escogi6 € isotipo M40 para la secuenciacién de la b-tubulina
porque se ha demostrado que es € isotipo de mayor expresion suponiendo mas del 85%
del total del ARN de la b-tubulina. La expresiéon de diferentes isotipos del gen de la
tubulina se explica por la funcién especifica de cada uno de estos isotipos. Kavallaris et
al estudiaron la expresion de los diferentes isotipos en lineas celulares derivadas de
pulmoén y en células de cancer de ovario epidérmico encontrando un aumento de la
expresion de los isotipos HM40, Hb4 y Hb5. La expresion aterada de los diferentes
isotipos parece que ateran las propiedades dinamicas de la tubulina o de los
microtubulos de tal forma que atentian la accidn del paclitaxel. Ademés se ha postulado
gue los diferentes isotipos de tubulina se unirian a diferentes proteinas MAP,
aumentando asi la variabilidad de los microtdbulos. De hecho, se ha comprobado in

vitro que los microtubulos compuestos por las tubulinas de clase 111 (Hb4) y IV (Hb5y
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Hb2) son de 7.2 a 7.4 veces menos sensibles al paclitaxel que los microtibulos

formados por tubulina sin fraccionar.

Como se ha descrito en el apartado de Métodos, se disefiaron los cebadores o primers a
partir de regiones intrénicas para evitar la presencia de pseudogenes y, se comparé la
secuencia con 30 muestras de tejido sano o de suero de sujetos controles y con el banco
del genoma Genbank para descartar la presencia de polimorfismos. Se observd un
polimorfismo en e codon 11 (CAA-CAG; GIn:11:Gln) en el ADN sérico de los 52
pacientes de la serie. Este tipo de sustitucion de nuclebtido no provocé ningan cambio
en e aminoécido ni en la secuencia de la proteina (Glutamina). EI mismo tipo de
polimorfismo se aisld en los tres tipos de muestra control: ADN del linfocito de 10
sujetos sanos, ADN sérico de 10 sujetos sanos, y ADN de las 10 muestras de tejido
pulmonar sano. Parece gque este cambio de nucledtido es especifico del isotipo M40

(Giannakokou, comunicacion personal).

Respecto al porcentaje de mutacién del gen de la b-tubulinag, en este estudio dicho gen
estaba mutado en un 40% de los pacientes. Esta frecuencia de mutacion es comparable
con ladel gen p53 en & cancer de pulmon, un marcador importante de la inestabilidad
gendémicaen e cancer de pulmédn, y es comparable también con otros muchos genes (k-
ras...) estudiados.

Ademés, analizando la localizacion de las mutaciones de la b-tubulina, se ha encontrado
gue dichas mutaciones se sittian en €l exon 4 y se agrupan en dos regiones que hemos
[lamado Regidn 1 (codones 102-264) y Regidn 2 (codones 277-425). Las mutaciones en
la region de los dominios de union al GTP (Region 1) tienen una tendencia a afectar
negativamente a la supervivencia, aunque no llega a una significacion estadistica (p=
0.5). También se ha detectado que las mutaciones en la segunda parte de la proteina
(Region 2) tienen una tendencia hacia una mejor supervivencia (p= 0.07).
Probablemente, debido a pequefio tamafio de la muestra, ninguno de los dos hallazgos

ha sido estadisticamente significativo.
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Por otra parte, al intentar correlacionar los hallazgos de la pieza tumoral quirdrgica de
los 19 pacientes de los que se disponia tejido, con los hallados en e suero durante €
seguimiento del paciente, en algunos casos la presencia de ADN tumoral en sangre se
correspondia con la presencia de enfermedad clinica diseminada a pesar del tratamiento
guimioterapico, y en otros no era asi. Como ya se ha referido anteriormente, de este
subgrupo tres pacientes han presentado una mutacién en e codon 180 con un
consiguiente cambio de aminoacido de Valina a Isoleucina (Val:180: lle). El cambio de
estos aminoacidos podria suponer un cambio en las interacciones hidropéticas y en la
polaridad de la molécula. Esta misma mutacion en el residuo 180 también se encontro
en € tgido tumora de 2 pacientes en el estudio de Monzé et al, lo que sugiere una
importancia en dicha localizacion. En relacion con e modelo molecular de la b-
tubulina, la sustitucion de Valina por Isoleucina (Va:180:11e), motivo a hipotetizar que
en el sitio de unién a GTP, dicha mutacion confiere un cambio en el patron normal de
movimiento molecular de la tubulina debido a interacciones residuo-residuo y debido a
un cambio en la estructura secundariay conformacion de la proteina. Gonzalez-Garay et
al han demostrado recientemente que hay un grupo de mutaciones que afectan a un
grupo de Leucinas (Leu 215, Leu 217 y Leu 228) que provocan una resistencia a
paclitaxel en las lineas celulares CHO, lo cual sugiere que este grupo de Leucina tiene
unaimportancia estructural en el ensamblgje de los microtdbulos. En el presente estudio
las tres mutaciones detectadas en €l tegjido pulmonar tumoral localizadas en e grupo
Isoleucina (Val:180:11€), podrian tener un significado prondstico. Otros estudios (Boggs,
1988) han demostrado también que las deleciones o mutaciones puntuales localizadas
en la segunda mitad de la proteina podrian afectar las caracteristicas de unién a la
proteina. Todos estos descubrimientos acerca de mutaciones puntuales nos ofrecen una

idea de la gran importancia de la estructura primariay secundaria de la tubulina.

En este trabajo se ha intentado correlacionar las mutaciones con e modelo estructural
de la b-tubulina, analizando los contactos longitudinales entre a y b-tubulina. En la
representacion gréfica (Figura 27) e GTP intercambiable esta proximo al sitio de unién
del paclitaxel en lo alto del modelo estructural de la b-tubulina. Este modelo muestra
gue las mutaciones de la b-tubulina localizadas en el extremo carboxilo pueden

aumentar la estabilidad de los contactos longitudinales a y b. Ambos, € paclitaxel y €
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GTP intercambiable estabilizan los contactos longitudinales. Esto podria explicar la
tendencia a una mejor supervivencia en e grupo de pacientes con mutaciones en la
Region 2. Este paraddjico efecto de una mutacidén genética afectando de manera
favorable a la supervivencia no es algo desconocido. Por ejemplo, las pacientes afectas
de un cancer de mama que sobre-expresan €l gen HER2 (o c-erbB-2) responden mejor a
altas dosis de quimioterapia, pero no se observan diferencias en aguellas que no 1o
expresan. En la misma linea, pacientes afectos de cancer de colon que presentan
inestabilidad de microsatélites tienen una mejor supervivencia, pero paraddjicamente

son resistentes al tratamiento quimioterdpico de eleccién con 5-fluorouracilo.

Teniendo en cuenta todo o comentado previamente y los resultados obtenidos, 10 méas
importante a destacar de este trabajo es la posibilidad actual hoy en dia, de obtener
material y por tanto informacion genética de los pacientes a través de una simple
extraccion sanguinea. La informacion que ello nos proporciona puede ayudarnos en lo
sucesivo a mejorar € pronéstico del paciente afecto de cancer del pulmén y de otras

tumoraciones.

Con las aportaciones de esta tesis doctoral y siguiendo esta linea de investigacion, en el
Servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol, se ha
desarrollado el disefio de un nuevo protocolo de tratamiento del cancer de pulmén de
célula no pequefia llamado GILT de las siglas inglesas Genotipic International Lung
Trial, basado en las alteraciones genéticas detectadas en el suero / plasma de los
pacientes. Uno de los objetivos de este protocolo es valorar los cambios en la carga de
ADN tumoral desde el diagndstico hasta el final del tratamiento. EI modelo de dicho
disefio se muestra en la Figura 28. Se trata de un ensayo aleatorizado, donde los
pacientes del brazo control reciben docetaxel y cisplatino como tratamiento
quimioterapico. Los pacientes incluidos en la rama genotipica reciben el mismo régimen
si no tienen anormalidades genéticas, pero si se detectan mutaciones del gen de la b-
tubulina en el suero del paciente, se tratan con gemcitabinay cisplatino. Si los pacientes
presentan sobreexpresion del gen ERCC-1 recibirdn gemcitabina y docetaxel y
finamente, si los pacientes presentan ambas situaciones, mutaciones del gen de la b-

tubulina y sobreexpresion de ERCC-1 recibiran una combinacion de no-taxano/no-
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cisplatino. Ademas se ira analizando € ADN sérico antes y después del tratamiento
quimioterapico, y antes y después de la cirugia para determinar los posibles cambios
genéticos alo largo de laevolucion del tumor. La determinacion de estos marcadores de
resistencia favoreceria a una mejor eleccion del tratamiento a aplicar a cada paciente, o
como minimo, saber qué tipo terapia no seria la adecuada.

En la medida que seamos capaces de aprovechar nuestros conocimientos sobre la
biologia molecular y aplicar las nuevas técnicas de las que disponemos en la practica
clinica, seremos capaces de atravesar la barrera que nos separa de la investigacion y de

la quimioterapia farmacogenomica.
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Figura 27. Las mutaciones de los residuos que se asocian a un peor pronostico se
localizan préximas a las regiones de unién al GTPy a paclitaxel. Las mutaciones de
los residuos localizados cerca de la superficie de la b-tubulina, donde intervienen en
los contactos laterales entre las subunidades adyacentes de b-tubulina, tienen ung

tendencia a un mejor prondstico.

Variaciones
Polimorfismos

Paclitaxel
M utaciones
a tubulina
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Figura 28. Ensayo genotipico en €l cancer de pulmon no microcitico
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Como conclusiones que se desprenden de los resultados de este trabagjo, en funcién de

los objetivos planteados, se enumeran a continuaci on:

1. Esposibleladetecciony aislamiento de ADN en el suero de pacientes afectos de

cancer de pulmén estadio I-111A intervenidos quirdrgicamente.

2. Lapresencia de ADN sérico se detecta también en individuos sanos aunque en

menor concentracion.

3. La concentracion de ADN en suero varia entre los sujetos sanos y aquellos
intervenidos de un cancer de pulmoén estadio I-111A, y esta diferencia es

estadisticamente significativa.

4. No se han encontrado diferencias significativas de la concentracion de ADN

sérico entre los distintos estadios I-111A de cancer de pulmon.

5. No podemos considerar a los pacientes intervenidos de cancer de pulmoén de
célula no pequefia estadio I-I11A como pacientes de buen prondstico sin riesgo
de recaida tumoral. En nuestro estudio todos ellos presentaban niveles anémalos
de ADN tumora sérico, y un 40% de los mismos han fallecido debido a

progresion o recidivatumoral.

6. El gen de la b-tubulina se encuentra mutado en un ato porcentae de los
pacientes estudiados (40%) intervenidos de cancer de pulmén de célula no
pequefia estadio I-I11A. Todas las mutaciones de dicho gen se localizan en €

exon 4.

7. Lapresencia de mutacién del gen de la b-tubulina no se ha detectado en ninguna

de las pobl aciones sanas utilizadas como procedimiento de control.
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10.

11.

12.

13.

La presencia de la mutacion del gen de la b-tubulina no se correlaciona con €l
estado basal del paciente, con € hébito tabaguico, con la histologia ni con la
clasificacion tumora TNM.

La presencia de mutacion en la Regién 1 (codones 102-264) del gen de la b-
tubulina, se asocié a un peor prondstico, muy cercano a la significacion
estadistica (p=0.5).

La presencia de mutacion en la Regién 2 (codones 277-425) del gen de la b-
tubulina mostré una tendencia a una mejor supervivencia, pero no alcanzé una
significacion estadistica (p= 0.07), probablemente debido a limitado tamafio de

la muestra.

La importancia de la localizacién de la mutacién en el gen de la b-tubulina
radica en los cambios conformacionades de su estructura molecular

tridimensional.

La presencia 0 ausencia de mutaciones del gen de la b tubulina en el tejido
tumoral primario, se correlaciond en ocasiones con la determinacion de dicha
mutacion en la sangre periférica. En determinados pacientes dicha mutacién
desaparece en la sangre periférica, y en otros pacientes la mutacion sérica

permanece a pesar de la quimioterapia.
Son necesarios mas estudios sobre el papel de la b-tubulina en e céncer de

pulmon, puesto que podria tener un papel como marcador de inestabilidad

genémicaa igua quelap53.
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