EXPRESION GENICA EN CARCINOMA NO MICROCITICO PULMONAR
Jost Javier Gomez Romén, Jorge Cuevas Gonzdez, Jos¢ Fernando Va Bernd. Dpto

Anatomia Peatolégica. Hospitd Universtario Marqués de Vddecilla Santander. Ana
Rodriguez y David Gonzaez. Gendmica SAU. Madrid.
mailto:apagr @humv.es

El cancer es una enfermedad heterogénea en muchos aspectos, entre los cuaes
eda d tipo cdular implicado, las diferentes dteraciones genéticas que lo provocan 0 su
diferente comportamiento clinico, incluso en casos diagnosticados en  mismo estadio
clinico patologico. Un reto principd en @ estudio y en d traamiento de cancer es la
resolucion de la heterogeneidad que existe tanto entre diferentes tumores como dentro
de un solo tumor e intentar ofrecer meores clasficaciones que edratifiquen a los
pacientes de acuerdo con parametros prondgticos y tergpelticos. En € examen de
microscopia Optica convenciond, que es d aplicado de forma rutinaria en todos los
hospitales del mundo, se puede llegar a un grado de figbilidad diagnostica muy eevado
a un precio muy asequible, con la dedicacion de los especidigas en Anatomia
Patol6gica Asi, obtenemos con la smple técnica dd examen macroscopico, la incluson
en padina y una tincdn de rutina como la hematoxilina eosina, pardmetros como
diagnégtico histologico (tipo tumord), grado de diferenciacion, extenson loca de la
enfermedad y a digtancia mediante d examen de los ganglios linféicos incluidos en la
pieza quirdrgica Podemos obtener asmismo otros factores de importancia pronostica
gplicando técnicas ya rutinarias en la mayor pate de hospitdes como la
inmunohigtoquimica, hibridacion in dtu fluorescente (FISH) o técnicas badcas de
patologia molecular.

Ahora s plantea la utilizacion de técnicas de andiss masvo de expresion
génica mediante aplicaciones moleculares importadas de otras disciplinas como la
biologia Sn embargo, me gudaria resefiar agui que hasta € momento, no han
conseguido otra cosa que reproducir las clasficaciones que los patdlogos redizan
basdndose en sus propios 0jos y en las técnicas basicas. Existen datos en algunos tipos
de neoplasias como los tumores mamarios y los linfomas que son prometedores, pero no
debemos olvidar que para hacer un andiss de expresién génica masiva asl como para
cudquier tipo de técnica sofigticada molecular se precisa un enfoque raciond que
permita primero ofrecer un diagnéstico seguro, répido y econdmico para ofertar

posteriormente otros datos prondsticos con grandes implicaciones tergpéuticas.



Los resultados que presentamos estén basados en un proyecto colaborativo entre
e Depatamento de Anaomia Patologica dd Hospitd Universtario Marqués de
Vddecilla y la empresa Gendmica SAU: “Desarollo de marcadores y métodos
diagnosticos de cancer para pulmon basados en microarrays de cDNA”. El microarray
utilizado estd compuesto de clones de cDNA humanos procedentes de una libreria
comercia que contiene 9128 eementos (Human UniGene 1, Incyte Genomics), todos
ellos con @rrespondencia comprobada con los clusteres UniGene. De estos clones, més
de 6000 tienen una funcion bien definida, Sendo € resto ESTs. Los cDNAs s
depositan en portaobjetos utilizando un robot especidizado (MICROGRID |,
Biorobotics) didtribuidos en 24 subarrays de 22 x 22 puntos, con una separacion entre
puntos de 0.2 um. Cada subarray contiene 16 puntos de control, que se repiten 48 veces
en d totd dd microarray. En cada microarray se compard @ perfil de expreson de la
muestra problema, independientemente de que sea normad o tumord, frente a una
referencia de lineas cdulares controles que permitieron normdizar los resultados
cuantitativos que se obtienen de la hibridacién. Por otro lado, se sdeccionaron y
vadidaron controles internos. genes cuyo nimero de expresidon es relativamente estable
en los diferentes tglidos y condiciones de ensayo (genes conditutivos).

En verde gparecen los genes cuyo mRNA es més abundante en la referenciay en
rojo los mMRNAs més abundantes en € tgido a estudio, mientras que aparecen en

amarillo las cantidades de MRNA equivaentes en ambas condiciones.
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El proyecto s ha llevado a cabo sobre 43 muestras que pasaron €
correspondiente control de cdidad de RNA. Se han utilizado diversos procedimientos

para edtudiar clisteres de genes con expreson smilar, de los que mostramos un



T gemplo de dlister jerarquico, correspondiente a

aquelos que gportan una clasificacion basada en

tipologia de &bol binario o dan informacion sobre

posibles relaciones jerarquicas entre los datos. En

BUERE B
&

BoETE

este gemplo, cada fila corresponde a un gen y
: cada columna a uno de los casos estudiados.
! La corrdlacion de los datos obtenidos con

= 10S publicados en la literatura ha sSdo exceente,

encontrando gran cantidad de los genes descritos

previamente asi como muchos otros no descritos.
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Por gemplo, se ha descrito que la expresion de la proteina heat shock (HSP70) esta

asociada con  adenocarcinomas y  en nuestro  estudio  hemos identificado  una
sobreexpresion en € clUgter correspondiente alos estadios 1B y 1A

A patir de los datos dd estudio de expresion génica hemos identificado un
grupo de 78 genes que son capaces de discriminar con un indice de seguridad cercano
ad 90% entre muedras pulmonares no neoplasicas y muestras neoplésicas. Por otro
lado, hemos identificado un grupo de genes cuya expresidn diferencid es indicativa de
la edtirpe higoldgica tumord, con lo que queda abierto € camino a la profundizacion
de las rutas moleculares implicadas en € desarrollo de tumores tempranos, y en la
diferenciacion histologica

Todo estudio molecular de expreson genica debe llevar condgo una etgpa de
vdidacion de los resultados. Esta vdidacion se puede redizar de varias formas,
comprendiendo meétodos puramente moleculares como la RT-PCR cuantitativa a tiempo
real para comprobacion de niveles de expreson de mRNA, o puede pasar d terreno de
las proteinas con la redizacion de estudios de inmunohistoquimica. En este sentido, de
manera padda a lo que ocurre con las técnicas moleculares, podemos evauar la
expresion proteica en cada caso de forma individuad o podemos disponer de medios de
evauacion masiva como son los Arraystisulares (Tissue microarrays o TMA).

En la imagen podemos obsarvar los
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caso s incluye por duplicado para evitar en lo posble los factores de heterogeneidad
tumord. En nuestro caso, hemos redizado TMAs de los diferentes estadios de
carcinoma pulmonar no microcitico y de momento nos hemos centrado en los casos
limitados ad pulmon (estadios | y 1, sobre un tota de 90 casos con seguimiento clinico
minimo de 10 afios) y d estudio de proteinas relacionadas con € ciclo cdular cuya
expreson de mRNA hubiera demodrado ser diferencid en € estudio de expresidn
génica

Los datos de los TMA confirman los obtenidos en los microarrays de cDNA 'y
anplian la informacién, demostrando que las proteinas p21"@YeiPl y  pp7kIPl oo
encuentran dteradas en un porcentgje apreciable de carcinomas no Mmicrociticos,

mientras que la proteina p16'™K*? disminuye también de manera significativa



