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Hipotesis preliminares y objetivo general

Il HIPOTESIS PRELIMINARES Y OBJETIVO GENERAL

Los protocolos de tratamiento del carcinoma de cabeza y cuello de estadio localmente
avanzado que permiten preservar la funcidén del 6rgano, como son la quimioterapia de
induccion seguida de RT/QRT o cirugia, o la quimioradioterapia concomitante, han ido
desplazando progresivamente de la practica clinica a la cirugia radical como Unico
tratamiento desde el inicio."’

El objetivo general de este proyecto de tesis es identificar, en biopsias de CECC,
marcadores moleculares que posibiliten establecer, con anterioridad al inicio del
tratamiento genotoxico, la evolucion clinica del paciente. Estos marcadores permitirian
identificar qué pacientes podrian beneficiarse clinicamente del tratamiento genotoxico y
distinguirlos de los pacientes que no obtendrian beneficio clinico por dicho tratamiento
y que serian, por tanto, candidatos a un tratamiento quirurgico o bien podrian ser
tratados con una terapia alternativa.

Este trabajo incluye dos estudios independientes, ambos dirigidos a definir nuevos
marcadores moleculares capaces de predecir la evolucion clinica de los pacientes con
CECC de estadio avanzado, tratados con quimioterapia de induccion, seguida de

RT/QRT o cirugia, o quimioradioterapia concomitante.

En el primer estudio se evaluan los niveles de expresion de los genes Ku70, Ku80 y
DNA-PKcs, del sistema de reparacion del DNA no homologa por union de extremos
(NHEJ), como posibles predictores de la evolucion clinica en pacientes con CECC
localmente avanzado tratados con quimioterapia de induccion seguida de RT/QRT o
cirugia. Esta hipotesis se basa en las siguientes premisas:

» La elevada frecuencia de alteraciones cromosémicas que presenta el carcinoma de
cabeza y cuello sugiere que los mecanismos encargados de mantener la estabilidad
gendmica se encuentran alterados.'*?

* Los mecanismos de reparacion de roturas de doble cadena (RDC) se encuentran
alterados en el carcinoma escamoso de cabeza y cuello.'* '

* La citotoxicidad de los antineoplasicos clasicos (5-Flurouracilo, cisplatino y
radioterapia) depende de su capacidad de producir roturas en el DNA de las células

tumorales. Todos estos agentes antitumorales producen de manera directa o indirecta

RDC en el DNA > 63 145147
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* En mamiferos, el sistema de reparacion no homologa por union de extremos (NHEJ)
juega un papel predominante en la reparaciéon de RDC.”!

* El sistema de reparaciéon no homodloga por union de extremos (NHEJ) suprime la
aparicion de translocaciones cromosdmicas y juega un papel importante en el
mantenimiento de la estabilidad genémica.*® '**

* En estudios “in vitro” la inactivacién del sistema de reparacion NHEJ aumenta la
sensibilidad de las células tumorales a la radiacion ionizante.'*

* Los genes del complejo DNA-PK (DNA-PKcs, Ku70 y Ku80) participan en el proceso
de sefializacion apoptotica inducida por roturas de doble cadena al DNA producidas por

la radioterapia y la quimioterapia.”® '>* 1!,

En el segundo estudio, se utilizan microarrays de expresion para identificar los genes y
procesos biologicos implicados en la evolucion clinica de los pacientes tratados con
quimioterapia de induccién o quimioradioterapia concomitante. Su finalidad es definir
un perfil de expresion génico, en biopsias pre-tratamiento, que permita identificar
aquellos pacientes obtienen un beneficio clinico del tratamiento con quimioterapia de
induccioén, seguida de RT/QRT, o con quimioradioterapia concomitante y distinguirlos
de los pacientes a los que el tratamiento genotoxico no les reporta ningin beneficio
clinico. Esta es un area escasamente explorada, ya que la mayoria de estudios de
microarrays descritos en CECC identifican marcadores prondstico o genes implicados
en el proceso de patogénesis del CECC. Ademas, en un mismo estudio se incluyen
pacientes con tumores en diferentes estadios que, en consecuencia, reciben protocolos
terapéuticos distintos. Los estudios dirigidos a localizar genes predictores de la
evolucion clinica de los pacientes sometidos a tratamiento genotdxico son escasos. En el
presente estudio de microarrays de expresion, incluimos exclusivamente pacientes con
CECC de estadio localmente avanzado tratados con quimioterapia de induccion, seguida
de RT/QRT o cirugia, o quimioradioterapia concomitante. Su proposito es, por tanto,
identificar marcadores que permitan predecir la evolucion clinica de los pacientes con
CECC tratados con 5-Fluorouracilo, cisplatino y radioterapia. En este estudio queremos
obtener una vision global de las vias de sefializacion y de los procesos bioldgicos
implicados en la repuesta tumoral al tratamiento y de la evolucion clinica del paciente
sin partir de ninguna hipdtesis previamente definida. Finalmente, y aunque no es un

objetivo prioritario del estudio, evaluaremos la expresion diferencial entre tumores y
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mucosas normales, para identificar aquellos genes y procesos biologicos implicados en

el proceso de patogénesis del carcinoma escamoso de cabeza y cuello.
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Obijetivos

111 OBJETIVOS

ESTUDIO DEL NIVEL DE EXPRESION DE LOS GENES DEL SISTEMA
NHEJ EN BIOPSIAS PRE-TRATAMIENTO DE PACIENTES CON
CARCINOMA ESCAMOSO DE CABEZA Y CUELLO LOCALMENTE
AVANZADO TRATADOS CON QUIMIOTERAPIA DE INDUCCION
SEGUIDA DE RT/QRT O CIRUGIA:

* Analizar si los niveles de mRNA y/o proteina del complejo DNA-PK en biopsias
tumorales pre-tratamiento de estos pacientes predicen la respuesta tumoral a la

quimioterapia de induccion.

* Analizar si los niveles de mRNA y/o proteina del complejo DNA-PK en biopsias
tumorales pre-tratamiento estan asociados con la supervivencia libre de recidiva local

y/o con la supervivencia global de estos pacientes.

* Analizar si los niveles de mRNA y/o proteina del complejo DNA-PK en biopsias
tumorales pre-tratamiento pueden identificar aquellos pacientes que obtendran un

beneficio clinico de la terapia genotoxica.

ESTUDIO DE EXPRESION CON MICROARRAYS EN BIOPSIAS PRE-
TRATAMIENTO DE PACIENTES CON CARCINOMA ESCAMOSO DE
CABEZA Y CUELLO LOCALMENTE AVANZADOS TRATADOS CON
QUIMIOTERAPIA DE INDUCCION, SEGUIDA DE RT/QRT O
CIRUGIA, O QUIMIORADIOTERAPIA CONCOMITANTE:

* Identificar posibles subtipos tumorales relacionados con diferencias en la respuesta
tumoral al tratamiento genotdxico, la supervivencia libre de recidiva local y la
supervivencia global a partir del perfil de expresion de biopsias pre-tratamiento de estos

pacientes.

* Identificar genes asociados con supervivencia libre de recidiva local y/o supervivencia

global en estos pacientes.

 Identificar genes asociados con la respuesta tumoral tras el tratamiento con

quimioterapia de induccion seguida de RT/QRT o cirugia.
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* Determinar los procesos biologicos implicados en la respuesta tumoral, en la recidiva
tumoral y en la supervivencia global de los pacientes con carcinoma escamoso de

cabeza y cuello localmente avanzados tras el tratamiento genotdxico.
* Determinar los genes y procesos biologicos implicados en el proceso de patogénesis

del carcinoma escamoso de cabeza y cuello, analizando las diferencias entre los perfiles

de expresion de los tumores y las mucosas normales.
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IV METODOS

1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES, REGIMEN DE
TRATAMIENTO, EVALUACION DE LA RESPUESTA TUMORAL,
SUPERVIVENCIA LIBRE DE RECIDIVA LOCAL (SLRL),
SUPERVIVENCIA GLOBAL (SG) Y BENEFICIO CLINICO

1.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES
El estudio de los niveles de expresion de los genes Ku70, Ku80 y DNA-PKcs se llevo a

cabo en dos cohortes independientes de pacientes con carcinoma escamoso de cabeza y
cuello (CECC) de estadios localmente avanzados tratados en el “Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau”. En la primera parte del estudio analizamos los niveles de expresion de
Ku70, Ku80 y DNA-PKcs por PCR cuantitativa en un grupo de pacientes seleccionados
de modo prospectivo a partir del afio 2002. La segunda parte del estudio, en la que se
determind la expresion de las proteinas Ku70 y Ku80, se realizd en una cohorte de
pacientes seleccionados de modo retrospectivo que fueron tratados en nuestro centro
durante el periodo comprendido entre 1995 y 2003. Los pacientes incluidos en ambos
estudios presentaban un diagnéstico confirmado mediante anélisis histopatoldgico, no
habian recibido ninglin tratamiento con anterioridad y eran candidatos a un protocolo de
quimioterapia de induccion seguida de RT/QRT o cirugia.

El estudio de expresion de microarrays se realizd en una cohorte de pacientes con
CECC en estadios avanzados seleccionados de modo prospectivo a partir del afio 2004.
Los pacientes incluidos en este estudio presentaban un diagnéstico confirmado mediante
analisis histopatoldégico y no habian recibido ninglin tratamiento con anterioridad.
Todos los pacientes incluidos en el estudio eran candidatos a recibir quimioterapia de
induccion, seguida de RT/QRT o cirugia, o quimioradioterapia concomitante desde un
inicio.

Ambos estudios fueron aprobados por el Comité Etico del Hospital de la Santa Creu i

Sant Pau.

1.2. REGIMEN DE TRATAMIENTO
Los pacientes que en el momento del diagnostico se definen como operables son

candidatos a recibir un protocolo de induccidén que consiste en la administracion de tres
ciclos de quimioterapia, seguida de cirugia o de un tratamiento conservador segun la

respuesta que presente el tumor. Los pacientes con tumores que responden a la
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quimioterapia de induccidén continuan su tratamiento con un protocolo conservador que
consiste en la administracion de radioterapia hiperfraccionada o de quimioradioterapia
concomitante (Figura 14). Dicho tratamiento permite preservar la funcion del érgano.
La cirugia radical se utiliza en aquellos pacientes con tumores que no responden a la
quimioterapia de induccion (Figura 14). Los pacientes que desde el diagnostico se
definen como no operables son candidatos a recibir quimioradiotarapia concomitante

desde un inicio (Figura 14).

Estadios avanzados III-IV

CECC Preservacion de érgano:
respondedor e Radioterapia
QUIMIOTERAPIA e Quimioradioterapia
DE INDUCCION
3 ciclos 5-FU+CDDP
CECC Pérdida de funcion:
no e Cirugia
respondedor e Cirugia + Radioterapia

QUIMIORADIOTERAPIA
CONCOMITANTE

Figura 14. Protocolo de tratamiento utilizado en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau en pacientes
con carcinoma escamoso de cabeza y cuello en estadio localmente avanzado.

El tratamiento de quimioterapia de induccidn consistio en la administracién de 3 ciclos
de quimioterapia combinada con 5-Fluoruracilo (5-FU) y cisplatino (CDDP). En cada
ciclo de quimioterapia de una semana de duracidon, se administr6 CDDP por via
intravenosa el dia 1, a una dosis tnica de 100 mg/m?, y 5-FU a una dosis de 1000
mg/m?/dia, por infusion intravenosa continua de 24 horas desde el dia 2 hasta el dia 6.
El tratamiento se repiti6 cada tres semanas hasta completar tres ciclos. Los pacientes
tratados entre 1995 y 2002, cuyos tumores respondieron a la quimioterapia de
induccién, siguieron un protocolo de tratamiento con radioterapia (RT). En 2003, se
incorpord la quimioradioterapia (QRT) como alternativa a la RT en pacientes
respondedores. Progresivamente, la QRT fue desplazando a la RT como tratamiento de

eleccion para estos mismos pacientes.
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La radioterapia se administré localmente, al tumor primario y a aquellos ganglios
regionales positivos, en 35 fracciones de 2 Gy durante una semana hasta alcanzar una
dosis total de 70 Gy. Las areas ganglionares no afectadas recibieron RT hasta una dosis
total de 50 Gy.

La quimioradioterapia concomitante, administrada ya sea desde un inicio a los pacientes
no operables, o bien, una vez finalizada la quimioterapia de induccidn, consistio en la
administracion de RT a las dosis descritas anteriormente, seguidas de tres ciclos de

cisplatino a una dosis de 100 mg/m” cada tres semanas.

1.3. EVALUACION DE LA RESPUESTA TUMORAL, SUPERVIVENCIA LIBRE DE
RECIDIVA LOCAL (SLRL), SUPERVIVENCIA GLOBAL (SG) Y BENEFICIO
CLINICO

Para determinar la capacidad de los marcadores evaluados de predecir la evolucion

clinica de los pacientes tratados con quimioterapia de induccion, seguida de RT/QRT o
cirugia, o quimioradioterapia, analizamos la respuesta tumoral inmediata una vez
finalizada la quimioterapia de induccion (a los 3 meses de su inicio), la supervivencia
libre de recidiva local (SLRL) y la SG (supervivencia global). La respuesta tumoral
inmediata so6lo pudo ser evaluada en aquellos pacientes tratados con quimioterapia de
induccion, ya que la quimioradioterapia concomitante induce una respuesta tumoral
completa en la mayoria de pacientes. A continuacion, se definen los tres pardmetros
utilizados para identificar marcadores capaces de identificar a los pacientes con mayor
probabilidad de obtener beneficio clinico del tratamiento con quimioterapia de
induccién o quimioradioterapia:

La respuesta tumoral a la QTI se evalué comparando el volumen tumoral antes de
iniciar el tratamiento y una vez finalizado el tercer ciclo. La respuesta se defini6 como
una reduccion del volumen del tumor primario valorada por examen fisico, endoscopia,
tomografia computerizada y/o resonancia magnética nuclear, siguiendo los criterios
RECIST."? Identificamos dos grupos de pacientes segin la respuesta. El grupo de
respondedores incluy6 aquellos pacientes cuyos tumores presentaron una respuesta
completa o parcial superior al 50%. El grupo de no respondedores incluyd todos
aquellos pacientes con enfermedad estable (<50% de reducciéon del volumen tumoral) o
progresiva (>25% de incremento del volumen tumoral).

Se realizd un seguimiento de todos los pacientes a fin de obtener su supervivencia libre
de recidiva local (SLRL) y su supervivencia global (SG). La SLRL se definié como el

tiempo transcurrido desde el diagnostico hasta la recidiva del tumor primario o hasta el
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ultimo punto de control del paciente. La supervivencia global (SG) se definid6 como el
tiempo transcurrido desde el diagnodstico hasta la muerte del paciente, o hasta el Gltimo
punto de control del paciente. La mediana de seguimiento en el estudio de los niveles de
expresion de los genes del sistema de reparacion NHEJ fue de 2 afios y 1 mes (25
meses) para el estudio prospectivo y de 4 afios (48 meses) para el retrospectivo. En el
estudio de expresion por microarrays la mediana de seguimiento fue de 1 afio y 7 meses

(19 meses).

2. RECOGIDA DE BIOPSIAS DE TEJIDO FRESCO, EXTRACCION DE
RNA Y SINTESIS CDNA

2.1 RECOGIDA DE BIOPSIAS DE TEJIDO FRESCO
Se obtuvieron biopsias tumorales, mediante endoscopia, de pacientes con CECC

candidatos a quimioterapia de induccién o quimioradioterapia concomitante antes de
que iniciaran tratamiento alguno. Para asegurar al maximo la integridad del RNA, las
biopsias se congelaron inmediatamente después de su extraccion, sumergiéndolas en un
bafio de isopentano frio y posteriormente se almacenaron en nitrégeno liquido hasta el
momento de ser procesadas. Una parte de la biopsia se utilizé para confirmar, mediante
diagnéstico histopatologico, la presencia de células tumorales, excluyendo del estudio
aquellas muestras que no presentaban un elevado porcentaje de tejido tumoral. Las
biopsias congeladas fueron utilizadas para obtener RNA para los experimentos de PCR
y microarrays. Las biopsias de mucosa normal utilizadas en el estudio de microarrays se
obtuvieron de localizaciones alejadas del tumor primario, donde no se apreciaba
clinicamente ninguna alteracion. Mediante andlisis histopatolégico se confirmo que las

5 mucosas solo contenian tejido normal.

2.2 EXTRACCION DE RNA Y SINTESIS CDNA
La extraccion de RNA de tejido tumoral se realiz6 con Trizol reagent, siguiendo las

indicaciones del fabricante (Invitrogen, Paisley, Reino Unido).

El primer paso de la extraccion consiste en la disgregacion del tejido y lisis de las
células utilizando Trizol reagent. Seguidamente, mediante una extraccion con fenol-
cloroformo, se separa el RNA en la fase acuosa. Posteriormente se realizan 2 pasos de
precipitacion y lavado del RNA en isopropanol y etanol al 75%. Una vez finalizada la
extraccion con Trizol, el RNA se limpid mediante el sistema de purificaciéon por

columnas RNAeasy (Qiagen, Valencia, USA) con objeto de asegurar un mayor grado de
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pureza del RNA. El método de extraccion en columnas se basa en la retencion del RNA
en una columna de afinidad y tras una serie de pasos de limpieza, termina con la elucion

del RNA en H,O libre de RNAasas.

Extraccion de RNA con TRIZOL
1- Homogenizar 15-20 pg de tejido en 1ml de TRIZOL Reagent.
2- Centrifugar 2 min a 7.000 g a 4°C. Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo.

3- Anadir 200 pl de cloroformo. Homogeneizar por inversion durante 15 s.

4- Centrifugar 15 min a 12.000 g a 4°C. Recuperar la fase acuosa (400-450 pl)
5- Anadir 450 pl de isopropanol frio. Homogeneizar por inversion durante 15 s.
6- Incubar durante 10 min a temperatura ambiente (T.A.)

7- Centrifugar 10 min a 12.000 g a 4°C. Eliminar el sobrenadante.

10- Anadir 1 ml de etanol 75% frio. Agitar suavemente.

11- Centrifugar 5 min a 7.500 g a 4°C. Eliminar el sobrenadante.

13- Dejar secar el pellet a T.A. durante 10 minutos.

14- Resuspender el RNA en 100ul de H,O libre de RNAsas.

Purificacion de RNA con columnas RNAeasy

1- Afiadir 350 pl de buffer RLT al RNA obtenido. Homogeneizar por inversion.

2- Afadir 250 ul de etanol 100%. Homogeneizar por inversion durante 15s.

3- Pasar la solucién (700 pl) a una columna RNAeasy y centrifugar durante 15s a 8.000 g a
temperatura ambiente (T.A.)

4- Pasar la columna a un tubo nuevo de recogida y afiadir 500 pl de buffer RPE. Centrifugar 15s a
8.000 ga T.A.

5- Eliminar el eluido y afiadir 500 ul de buffer de RPE. Centrifugar durante 2 min a 8.000g, a T.A.
6- Eliminar el eluido y centrifugar durante 1min a 12.000 g.

7- Pasar la columna a un tubo nuevo de recogida. Afiadir 40 pl de H,O destilada libre de RNAasas.

8- Incubar durante 3min a T.A. y centrifugar 3 min. a 10.000g para eluir el RNA.

La concentracion y la pureza del RNA total obtenido se determinaron por medicién de
la absorbancia a 260 nm y 280 nm. Una unidad de A260 es equivalente a 40 pg/ml de
RNA. EIl ratio A260/A280 nos indica la pureza del RNA. Un ratio de 2 indica una
pureza de RNA elevada. Cuando el RNA estd contaminado con proteinas este ratio
disminuye. Para los estudios de PCR o microarrays utilizamos RNA con un ratio
superior a 1,6 o a 1,9, respectivamente.

Para determinar la integridad del RNA y descartar posibles contaminaciones, se utilizd
el analizador “Bionalyser” y los chips de RNA de Agilent (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA). El uso del “Bioanalyser” permite obtener un perfil para las diferentes

secuencias de RNA/DNA que conforman una misma muestra separadas por peso
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molecular (Figura 15). En una muestra de RNA no degradado, se observa un primer
pico que corresponde al marcador, seguido de dos picos muy aparentes que
corresponden a las subunidades mayores del RNA ribosémico (18s y 28s). El ratio entre
el rRNA 28s y el 18s se aproxima a 2 cuando el RNA no presenta ningun tipo de
degradacion. A medida que el RNA se degrada el ratio disminuye. Se trata de una
medida indirecta, que permite establecer la integridad del mRNA midiendo la integridad
del RNA ribosomico que es mucho mas abundante que el RNA mensajero. Para el

analisis de microarrays utilizamos RNA con ratios > 1.8.

A B
] ' 285 5.
18s :
55 '
| tRNA i
| | microRNA | 5 DNA c
o | - H gendémico
e
F) \r, 30 n 40 a5 s0 5 60 - 70 [s]
\ D
Marcado

Figura 15. Analisis de la integridad del RNA con el “Bionalyser”. A) Espectrofenograma obtenido al
cuantificar RNA total en el Bioanalyser. Con s6lo 1-2 ul de RNA purificado podemos evaluar la integridad
del RNA y la posible presencia de contaminacion por DNA genémico. El primer pico del
espectrofenograma corresponde al marcador. Detras del marcador aparece un pico, que €s mas o menos
aparente segun el método de purificacion de RNA que se utilize y, que corresponde a los RNAs de bajo
peso molecular (RNAr 5s; RNAt; microRNA). Los dos picos que muestran mayor intensidad
corresponden a los RNA ribosémicos 18s y 28s. En un RNA integro el ratio 28s/18s debe acercarse a 2. La
aparicion de alguna sefial a un tiempo de elucion mayor que el del RNAr 28s es un indicador de
contaminacion con DNA genémico. En los espectrofenogramas de la derecha podemos observar las
diferencias entre un RNA integro (B), un RNA parcialmente degradado (C) y un RNA completamente
degradado (D).

La sintesis de cDNA se realiz6 mediante una reaccién de retrotranscripcion inversa,
utilizando el “High Capacity cDNA Archive Kit” (AppliedBiosystems, Foster City,
USA) y 1,5ug de RNA total. Los componentes de la reaccion incluyeron Sul de 10X
“RT Buffer”, 2 ul de 25X de dNTPs, 5 ul de 10X “Random Hexamers Primers”, 125 U

de Retrotranscriptasa Reversa “Multiescribe” y 40 U de “RNase Inhibitor”, en un
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volumen final de reaccion de 50 ul. Las condiciones de incubacion de la reaccion fueron

de 10 min a 25°C, 2 horas a 37°C y 3 min. a 95°C.

3. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE KU70,
KU80 Y DNA-PKCS POR PCR CUANTITATIVA

Los niveles de expresion de mRNA de los genes del sistema de reparacion no homoéloga
por union de extremos (NHEJ) fueron analizados mediante PCR cuantitativa a tiempo
real, utilizando sondas Tagman (AppliedBiosysytems, Foster City, USA). La tecnologia
Tagman se basa en la utilizacion de una sonda y un juego de dos primers especificos de
la region que deseamos analizar. La sonda Taqman estd formada por una secuencia de
nucleotidos a la que se encuentra unida una molécula de fluorocromo y un amortiguador
de fluorescencia. En presencia del amortiguador, el fluorocromo no puede emitir sefial.
Al inicio de la reaccion de PCR, los cebadores y la sonda hibridan especificamente con
la region a amplificar. La enzima Taq polimerasa empieza a amplificar el DNA a partir
de los dos primers y cuando se encuentra con la sonda Tagman la degrada, utilizando su
actividad exonucleasa, liberando de este modo el fluorocromo. Una vez separado del

amortiguador, el fluorocromo emite fluorescencia (Figura 16).

A Figura 16. Reaccion de la PCR

cuantitativa. A) Los primers y la sonda
hibridan  especificamente con la
secuencia a amplificar. B) La DNA-
polimerasa (Taq) empieza a sintetizar
DNA a partir de los primers y cuando
encuentra la sonda la degrada,
utilizando su actividad exonucleasa,
liberando de este modo el fluorocromo
(F). C) Una vez separado del
amortiguador (Q) el fluorocromo (F)
emite fluorescencia que es detectada por
un detector de fluorescencia.

La deteccion de la sefal de fluorescencia en cada ciclo de PCR (tiempo real) permite
conocer la cantidad de mRNA inicial que habia en la reaccion. Para realizar su analisis,

se fija un umbral de fluorescencia (CT; Cycle Threshold), de modo que una muestra que
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alcance el umbral en ciclos iniciales (CT bajos) contiene una cantidad de mRNA mayor
que una muestra que alcanza el umbral de fluorescencia en ciclos mas tardios (CT

altos).

3.1 PRIMERS Y SONDAS
Para la amplificacion de los genes Ku80, Ku70 y [B-actina, se utilizaron juegos

predisefiados de primers y sondas Tagman, del programa “Assay on Demand” de
AppliedBiosystems. Todas las sondas estaban marcadas con el fluorocromo FAM,
exepto la sonda para B-actina que estaba marcada con el fluorocromo VIC. Para la
deteccion de DNA-PKcs se disefio un juego de dos primers y una sonda Taqman,
utilizando el programa “Primer Express” (AppliedBiosystems, Foster City, USA)
Primer directo: 5-TGGGAGCATCACTTGCCTTTAATAA-3"; Primer reverso: 5'-
CAAACTGTTCCACCAGAGACTCTT-3"; Sonda TagmanMGB: 5'-
CTTCCCTGAATTCCC-3". La mayoria de sondas fueron escogidas en regiones inter-
exodnicas, con objeto de descartar sefiales debidas a la amplificacion de DNA genomico.
Para comprobar que todos los juegos de primers y sondas presentaban la misma
eficiencia de amplificacion, se realizaron curvas estandar, a partir de diluciones seriadas
del RNA de la linea UM-SCC-22A, y se comprobd, para cada uno de los genes
analizados, que las curvas resultantes presentaban la misma pendiente con un valor
cercano a —3,32. La Tabla 4 describe el area del gen correspondiente para cada sonda
Tagman.

Tabla 4. Descripcion de las regiones de amplificacion e hibridacion de las sonda para el analisis de los niveles
de expresion de mRNA por PCR cuantitativa.

Gen Ensayo ? RefSeq ° Region Inter-exénica Tamafio del amplicon (bp)
Ku70 Hs00750856 s1  NM 001469 Exon 1 99

Ku80 Hs00221707_ml1 NM_ 021141 Exon 2 / Exon 3 72

DNA-PKcs (*) NM_ 006904 Exon 27 / Exon 28 72

B-actin Hs99999903 m1 NM_00101 Exon 1 171

% Referencia del ensayo “Pre-designed Tagman Gene Expression Assay” utilizado

(http:/www.appliedbiosystems.com)

Secuencia de mRNA de referencia detectado. Disponible en la base de datos RefSeq (NCBI reference
Sequence Database).
*Secuencia disefiada para la deteccion de DNA-PKcs.
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3.2 ANALISIS POR PCR CUANTITATIVA
El analisis por PCR cuantitativa se llevo a cabo en un termociclador ABI PRISM 7000

(AppliedBiosystems, Foster City, USA). Las reacciones se realizaron, por duplicado, en
un volumen final de reaccion de 20 pl, compuesto por 10 ul de 2X “Universal Tagman
Master Mix”, 1 pl de mezcla de primers y sonda, 7 ul de H,O y 2 pl de cDNA. Las
condiciones para la reaccion de amplificacion fueron 2 min a 50°C, 10 min a 95°C para
la desnaturalizacion inicial, y 40 ciclos, cada uno de 15 segundos a 95°C y 1 min. a
60°C.

-AACT .
2 como se ha descrito

La expresion génica se calculd aplicando la formula
anteriormente.'> El resultado de la expresion de un gen problema (Ku70, Ku80 6 DNA-
PKcs) se expresa como cambio en el nivel de expresion, respecto al nivel de expresion
del mismo gen en una muestra calibradora. Ademas, para una interpretacion correcta de
los ensayos de PCR cuantitativa es necesario utilizar un control endégeno que normalice
los datos y corrija las diferencias ocasionadas por variaciones en la eficiencia de la
reaccion de retrotranscripeion, la extraccion de RNA o la reaccion de amplificacion. La
expresion del control endégeno debe permanecer invariable, independientemente de las
diferentes condiciones experimentales o de las diferentes muestras que conforman un
mismo experimento. En este estudio se utilizo la B-actina como gen endogeno, gen que
codifica para una proteina del citoesqueleto y que se utiliza comunmente como
endogeno en experimentos de PCR cuantitativa.

Como muestra calibradora, se utilizdo el RNA extraido de la linea celular UM-SCC-22A
de carcinoma escamoso de cabeza y cuello. Esta linea celular fue cultivada en atmoésfera
himeda, con 5% de CO; y en medio DMEM suplementado con un 10% de FBS,
2mmol/L de glutamina, 50U/ml de penicilina y 50U/ml de estreptomicina.

Para normalizar los datos, calculamos la diferencia entre la expresion del gen problema
y la del gen endégeno (ACT=CTproblemaku7o, kuso o DNA-PKes)- CT end0geno(g-actina) ) Y
posteriormente la diferencia entre los niveles de expresion del tumor y los niveles de
expresion de la muestra calibradora (AACT=ACT1ymor ~-ACTum-scc22a ). De este modo,
los niveles de expresion de un gen en cada muestra se presentan como aumento o

disminucion respecto a la expresion del gen de estudio en la linea UM-SCC22A.
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4. INMUNOHISTOQUIMICA

Las técnicas de inmunohistoquimica se basan en la utilizacion de un anticuerpo
especifico para la deteccion de una proteina, en un corte de tejido o muestra bioldgica,
para poder detectar su expresion. Tras la reaccion con el anticuerpo primario, se utiliza
un anticuerpo secundario ligado a la enzima peroxidasa. Posteriormente se incuba la
muestra con una solucion que contiene DAB (3,3’-diminobenzidina), la cual se oxida
por accion de la peroxidasa. La oxidacion de la DAB genera un precipitado de color
marrdn que se deposita en las zonas positivas para el anticuerpo primario.

La inmunohistoquimica (IHQ) es una técnica utilizada de manera habitual en el
diagnostico histopatologico, que permite analizar el nivel de expresion, la localizacion
celular y el tipo celular que expresa una determinada proteina en un corte histologico,
tanto en tejido fresco como parafinado.

El método habitual de cuantificacion de la tincidn inmunohistoquimica consiste en
determinar el porcentaje de células positivas presentes, mediante el contaje de células en
diversos campos, y la intensidad de tincidon ( + poco tefiido; ++ tenido, +++ muy
tefiido). Este método resulta bastante subjetivo y el resultado final puede variar segln la
experiencia y criterio del anatomopatdlogo que realice el analisis. Por esta razon,
desarrollamos un método morfométrico a fin de disminuir la variabilidad en la
cuantificacion de las tinciones IHQs que utilizamos para determinar los niveles de

expresion de las proteinas Ku70 y Ku80.

4.1. PROTOCOLO DE TINCION
Para el estudio inmunohistoquimico se utilizaron cortes de biopsias tumorales de 4

micras conservadas en parafina y previamente fijadas en formalina. Las muestras que no
presentaban un elevado contenido de tejido tumoral se excluyeron del analisis. Una vez
desparafinadas en xilol, las secciones tisulares fueron rehidratadas, utilizando un
gradiente de etanol y agua destilada. La recuperacion antigénica se llevo a cabo
sumergiendo los cortes en tampon citrato (Dako Cytomation, Sant Just Desvern,
Espaina) y autoclavandolos durante 10 min a 120°C.

Posteriormente, las muestras fueron incubadas en una solucion de H,O, al 3%, para
eliminar la actividad peroxidasa enddgena y se incubaron con el anticuerpo primario. Se
utilizaron los anticuerpos monoclonales de ratén anti-Ku70Ab-4 y el anti-Ku80Ab-7

(LabVision, Freemont, USA), ambos a una dilucion 1/200. Para la deteccion, se utilizo
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el sistema “EnVison+Dual link System-HRP Kit” (DakoCytomation, Sant Just Desvern,

Espafia). Finalmente, las muestras fueron contratefiidas con hematoxilina.

Protocolo de Tincion Inmunohistoguimica

1- Incubacion de los cortes a 56-58°C durante toda la noche.
2- Desparafinacion de la muestra en xilol durante 5 min

3- Repetir el paso 2 en una nueva solucion de xilol.

4- Repetir el paso 2 en una solucion 50% xilol + 50% EtOH.

5- Rehidratacion de la muestra en las siguientes soluciones;

a- 2 min en EtOH 100% d- 2 min en EtOH 70%
b- 2 min en EtOH 96% e- 2 min en EtOH 50%
c- 2 min en EtOH 80% f- 5 min en H,O destilada

6- Eliminacion de la actividad peroxidasa endogena incubando la muestra durante 10 min a una
solucion de H,O, al 3%. Lavado con PBS.
7- Recuperacion antigénica: Autoclavar los cortes durante 10 min a 120°C en el tampon “Target
Retrieval pH 6” (DAKO). Lavado con PBS.
8- Incubar con anticuerpo primario durante 30 min en camara himeda. Lavado con PBS.
9- Incubar durante 30 min en EndVision (DAKO) en caimara humeda. Lavado con PBS.
10- Incubar en la solucion DAB (DAKO) durante 5 min en camara humeda. Lavado con PBS.
11- Sumergir las preparaciones durante 2 min en una solucién de hematoxilina y lavar con agua.
12- Deshidratacion en las siguientes soluciones:
a- 2 min en EtOH 50%  e-2 X 2 min en EtOH 100%

b- 2 min en EtOH 70%  f- 2 min en Xilol 50% y EtOH 50%

c- 2 min en EtOH 80%  g- 2 X 2 min en Xilol.

d- 2 min en EtOH 90-96%
13- Montaje de la preparacion con medio DPX (Sigma Aldrich, Tres Cantos, Espafia)

4.2 ANALISIS MORFOMETRICO
Para cuantificar las preparaciones inmunohistoquimicas, se utilizaron tres imagenes de

cada muestra, que fueron tomadas a 100 aumentos con una camara DP50 y un
microscopio Olympus DX52 (Olympus, Incorp, USA), bajo idénticas condiciones de
iluminacion y tiempo de exposicion. Se utilizaron los programas ViewFinder Lite v1.0 y
Studio Lite v1.0 (Olympus, Incorp, USA) para la captura y archivo de imégenes.
Posteriormente, con la ayuda del programa AdobePhotoshop v7.0 (AdobePhotoshop
systems, Incorp, USA), se eliminaron de la imagen todas aquellas areas que no
presentaban células tumorales.

La tincion inmunohistoquimica fue medida aplicando el modelo de cuantificacion de

color HSI (Hue-saturation-intensity), utilizando el programa Metamorph (Universal
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Imaging Corp, Downnigtown, USA). La aplicacion del modelo HSI permite seleccionar
una determinada area en funcion de su color, el cual se define a partir de tres
parametros: HUE (la longitud de onda de transmision de luz dominante), saturacion e
intensidad. Para cada pixel presente en una imagen, los valores de HUE, saturacion e
intensidad son transformados de manera independiente en uno de los 256 valores
integrales de 0 a 255."°% 1%

La herramienta Set Color Threshold del programa Metamorph permite fijar un rango
entre 0 y 255 para estos tres parametros (HUE, intensidad y saturacion) seleccionando

dentro de una imagen un drea de interés, que presenta caracteristicas de color

determinadas.

5. MICROARRAYS

El andlisis por microarrays consiste en la hibridacion de RNA previamente marcado,
obtenido de una muestra problema, con un numero elevado de secuencias de DNA
conocidas e inmovilizadas de un modo ordenado sobre un soporte fisico. En un unico
experimento, se obtiene informacién relativa a la expresion de miles de genes de una
muestra problema.

Existen dos tipos de microarrays, los de un color y los de dos colores. En los
microarrays de un color, generalmente, se sintetiza sobre un soporte fisico una serie de
oligonucleotidos especificos de los genes a interrogar. Al hibridar el RNA marcado de
la muestra a analizar, se produce una emision de fluorescencia cuya intensidad es mayor
o menor dependiendo de la expresion del gen analizado. En los microarrays de dos
colores, se disponen sobre un soporte fisico, DNA complementario al RNA cuya
expresion queremos analizar y se hibridan con dos muestras marcadas con fluorocromos
distintos. En cada experimento se hibrida una muestra control y una muestra problema.
Se trata de una hibridacién por competencia, obteniendo como resultado una seial que
corresponde a la fusion de los dos fluorocromos utilizados en el marcaje.

Los experimentos de microarrays descritos en este estudio han sido realizados
utilizando la plataforma Affymetrix de microarrays de un color y el chip HG-U133A2.
La plataforma Affymetrix esta disefiada para la utilizacion de chips de oligonucledtidos
sintetizados directamente sobre un soporte de cristal. Cada gen esté representado por 12
pares de sondas de 22 mer; es decir, 12 sondas especificas de la region que se quiere

detectar y 12 sondas control adicionales. Los controles son sondas con algiin nucle6tido
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desapareado (missmatch) que permiten descartar hibridaciones inespecificas. La sefial
obtenida para un gen determinado es el resultado de integrar la sefal del conjunto de
sondas que lo representa. El chip HG-U133A2 contiene 20.000 conjuntos de sondas y
permite determinar la mayoria de genes humanos que presentan algin tipo de anotacion

funcional.

5.1 MARCAJE, HIBRIDACION, REVELADO Y ESCANEADO
El proceso completo de marcaje de la muestra, hibridacion, lavados y revelado se llevo

a cabo en la plataforma Affymetrix, ubicada en el “Hospital de la Santa Creu 1 Sant

2

Pau”, siguiendo las indicaciones del fabricante (Affymetrix, Santa Clara, USA). La
plataforma consta de una estacion de fluidos 450, un horno de hibridacion y un escaner
Affymetrix 3000. Para el marcaje de las muestras, se utilizo el kit “GeneChip One-
Cycle Target Labeling” (Affymetrix, Santa Clara, USA) (Figura 17).

El primer paso en la preparacion de la muestra consistid en la sintesis de cDNA de
doble cadena a partir del RNA total purificado. En el proceso de sintesis se incorporo al
cDNA la secuencia del promotor de la polimerasa T7, el cual permiti6é, mediante una
reaccion de trascripcion in vitro, obtener cRNA marcado con biotina. El cRNA
biotinilado se fragmentd dando lugar a secuencias de 35 a 200 bases que posteriormente
se hibridaron con el microarray HG-U133A2. A continuacion, se realizaron una serie de
pasos de lavado y revelado, utilizando un anticuerpo ficoeritrina/etreptavina ligado a un

fluorocromo que permite que el cRNA hibridado marcado con biotina emita una sefial

de fluorescencia detectable por el escaner.
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Figura 17. Esquema del proceso de elaboracion de los chips de Affymetrix, utilizando el kit
de marcaje “GeneChip One-Cycle Target Labelling”.
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Sintesis de cDNA:
Sintesis de cDNA de cadena sencilla:

1- Preparar la siguiente reaccion (RNA / T7 mix):

2 pg de RNA total ------------m-m-—- variable (maximo 8§ pl)
Dilucion de controles Poly A -------------------——- 2 ul
T7-Oligo (dt) primers, S50pum ------------------—-—- 2 ul

c.s. de H,0 libre de RNAsas hasta ----------------- 12 ul
Volumen Total 12 pl

2- Incubar la reaccion durante 10 min a 70°C. Enfriar la muestra a 4°C durante un minimo de 2 min.

3- Afiadir 7 pl de la First Strand Master Mix a cada tubo de RNA / T7 Mix e incubar a 42°C durante 2 min.

5 X 1st Strand Reaction MiX ------------------—---- 4 ul
DTT, 0,1 M 2 ul
DNTPs, 10 nM 1 ul
Volumen Total 7 ul

4- Anadir 1pl de Superscript II a cada reaccion e incubar a 42°C durante lhora.

Sintesis de cDNA de doble cadena:

1- Afiadir, a cada reaccion 130 pl de la siguiente reaccion e incubar durante 2 h a 16°C:

5X 2nd Strand reaction Mix 30 pl
dNTPs, 10nM 3 ul
E.coli DNA ligasa 1 ul
E.coli DNA Polymerasa I 4 ul
RNAsa H 1l
H,O libre de RNAsas 91 ul

VOLUMEN TOTAL 130 pl

2- Anadir 2 pl de T4 DNA Polimerasa a cada muestra e incubar durante 5 min a 16°C.

3- Afadir 10 ul de EDTA 0,5 M para parar la reaccion y proceder al lavado del cDNA.

Purificacion de cDNA doble cadena:
1- Afiadir 600 pl de cDNA Binding Buffer al cDNA. Agitar durante 3 s.

2- Pasar 500 pl de la mezcla a una columna montada sobre un tubo colector de 2 ml. Centrifugar durante 1 min a
8.000g. Descartar el eluido.

3- Cargar el resto de la mezcla en la columna y centrifugar durante 1 min a 8.000 g. Descartar el eluido.

4- Pasar la columna a un tubo colector limpio. Afiadir 750 pl de cDNA Wash Buffer a la columna. Centrifugar
durante 1 min a 8.000 g. Descartar el eluido.

5- Centrifugar durante 5 min a maxima velocidad (25.000 g). Descartar el eluido.

6- Pasar la columna a un eppendorf limpio y pipetear 14 ul de cDNA Elution Buffer directamente encima de la
membrana. Incubar durante 1 min, a temperatura ambiente, y centrifugar durante 1 min a maxima velocidad

(25.000 g) para eluir.
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Sintesis de cRNA Biotinilado (Genechip IVT Labelling Kit)

1-Preparar la siguiente reaccion e incubar a 37°C durante 16 horas

Template cDNA 12 pl
10 X IVT Labeling Buffer 4 ul
IVT Labeling NTP MIX 12 pl
IVT Labeling Enzime Mix 4 ul
H,O libre de RNAsas 8 ul
Volumen total 40 pl

Purificacién del cRNA biotinilado

1- Afiadir 60 pl de H,O libre de RNAsas al cRNA biotinilado.
2- Anadir 350 pl de IVT cRNA Binding Buffer a la muestra.
3- Afadir 250 pl de etanol 100%.

4- Cargar los 700 pl de muestra en una columna cRNA Cleanup Spin, montada en un tubo colector. Centrifugar
durante 15 s a 8000g. Descartar el eluido.

5- Pasar la columna a un tubo colector nuevo y afiadir 500 pl de IVT cRNA Wash Buffer. Centrifugar 15 s a 8.000
g. Descartar el eluido

6- Afiadir 500 pl de etanol 80% y centrifugar 15s a 8.000 g. Descartar el eluido.

7- Centrifugar durante 5 min a maxima velocidad (25.000 g). Descartar el eluido.

8- Pasar la columna a un eppendorf de 1,5 ml. Afiadir 11 pl de H,O libre de RNAsas sobre la membrana y
centrifugar durante 1 min a la maxima velocidad para eluir.

9- Anadir 10 pl de H,O libre de RNAsas, directamente sobre la membrana. Centrifugar durante 1 min a maxima
velocidad para eluir.

10- Cuantificar la concentracion de cRNA en el espectrofotometro.

Fagmentacion del cRNA:

1- Prepararemos la siguiente reaccion de fragmentacion.
cRNA 15 pg (1 to 21pl)
5X Fragmentation Buffer ------------- 6 ul

c.s. de H,O libre de RNAsas hasta--30 pl

VOLUMEN FINAL 30pl.

2- Incubar a 94°C durante 35 min. Colocar en hielo. Guardar una alicuota para el Bioanalyzer y congelar a —70°C).
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Una vez finalizada la preparacion de la muestra, se determino6 la calidad del cRNA y del
cRNA fragmentado con el analizador Bioanalyser para comprobar que todo el proceso

de marcaje y fragmentacion del cRNA habia sido eficiente (Figura 18).

Figura 18. Control de calidad del cRNA marcado. A) Espectrofenograma
caracteristico de wuna muestra de cRNA marcada sin fragmentar. B)
Espectrofenograma del mismo cRNA una vez fragmentado. Una fragmentacion
optima del cRNA genera fragmentos de 35 a 200 bases.

La hibridaciéon se llevd a cabo utilizando 10 pg de cRNA fragmentado que, junto al
coctel de hibridacion, se introdujeron en el chip HG-U133A2. Cada chip fue incubado

durante 16 horas en el horno de hibridacion a 45°C, con una rotacion de 60 rpm.
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Hibridacion:
1- Preparacion del el Coctel de hibridacion:

Concentracion final

cRNA FRAGMENTADO 10 pg 0,05ug / ul

Oligo B2 controls 3,3 ul 50pM

20 X Eukaryotic Hybridization

Controls (bioB, bioC, bioD, cre) 10 ul 1,5;5; 25y 100 pM
Herring Sperm DNA(10mg / ml) 2 ul 0,1 mg/ ml
BSA(50mg/ml) 2 ul 0,5 mg / ml

2 X Hybridization buffer 100 pl 1X

DMSO 20 pl 10%

c¢.s. de H,O hasta 200 pl

VOLUMEN FINAL 200 pl

2- Equilibrar los microarray que vamos a utilizar 10 min a temperatura ambiente.

3. Calentar el coctel de hibridacion a 99°C durante 5 min. Cargar el microarray con 130 pl de 1X Hybridization
Buffer.

4. Incubar el microarray a 45°C durante 10 min con una rotacién de 60 rpm.

5. Incubar el céctel de hibridacion a 45°C durante 5 min.

6. Centrifugar el coktel de hybridacion durante 5 min a maxima velocidad.

7. Vaciar el microarray y cargarlo con 130 pl del coktel de hibridacion, evitando coger el material insoluble situado
en el fondo del tubo.

8. Incubar el chip en el horno de hibridacion a 45°C, con una rotacion de 60 rpm durante 16 horas.

12 X MES Stock Buffer(1 litro): 2 X Hybridization Buffer (50ml):
64,61 g de MES hydrate 8,3 ml de 12X MES Stock Buffer
193,3 g de MES Sodium Salt 17,7 ml de 5M NaCl.

800 ml de H,O 4 ml de EDTA

0,1 ml de 10% Tween-20
19,9 ml de H,O
*QGuardar entre 2°C y 8°C, apartado de la luz.

Los lavados y el revelado del chip fueron realizados de manera automéatica en la
estacion de fluidos 450, aplicando el protocolo midieuk2v3 y siguiendo las indicaciones

del fabricante (Affymetrix, Santa Clara, USA).

78




Métodos

Soluciones y reactivos utilizados en los lavados y el revelado del chip

Wash Buffer A: Non-Stringent Wash Buffer (1litro)
300 ml de 20 X SSPE

1 ml de 10% Tween-20

699 ml de H,0 destilada

Filtrar con filtro de 0,2 um

Wash Buffer B: Stringent Wash Buffer (1 litro)
83,3 ml de 12 X MES Stock Buffer

5,2 ml de SM NaCL

1 ml de 10% Tween 20.

910.5 ml de H,O destilada.

Filtrar con filtro de 0,2 pm

2 X Stain buffer (250ml)

41,7 ml de 12 X MES Stock Buffer.
92,5 ml de 5M NacCl.

2,5 ml de 10% Tween-20

113,3 ml de H,O destilada.

Filtrar con filtro de 0,2 um

Guardar a una temperatura entre 2°C y 8°C, apartado de la luz.

SAPE Stain Solution

600 pl de 2 X Stain Buffer
48 ul de 50 mg/ml BSA
12 pl de 1mg/ml SAPE
540 ul de H,O destilada

Antibody Solution:

300 pl de 2 X Stain Buffer

24 ul de 50 mg /ml BSA

6 pl de 10 mg /ml goat IgG Stock

3,6 pl de 0,5 mg /ml biotinylated antibody
266,4 ul de H,O destilada

Una vez finalizado el revelado, se sustituyo el coctel de hibridacion por Wash buffer A
y se procedio inmediatamente al escaneado del chip. Como resultado del escaneado
obtuvimos, para cada experimento, un archivo .CEL que contiene la imagen, la
intensidad de sefial y la posicion de cada una de las sondas dispuestas en el chip HG-

UI33A2.
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5.2 RESULTADOS BRUTOS / CONTROL DE CALIDAD
Una vez escaneados el microarray y antes de realizar el andlisis estadistico se

inspecciond detalladamente la imagen obtenida para descartar posibles artefactos
producidos durante el proceso de marcaje e hibridacion de la sonda. El anélisis de
imagen y el control de calidad de la muestra fue realizado utilizando los paquetes
informéticos “AffyPLM” y “simpleaffy” de Bioconductor. En cada experimento,
inspeccionamos la imagen resultante de escanear el chip, asi como las diferentes
pseudoimagenes que genera AffyPLM para detectar artefactos no apreciables en la

imagen escaneada (Figura 19).

A B

200.CEL 200.CEL

C 200.CEL D 200.CEL

Figura 19. Pseudoiméagenes obtenidas con el paquete informatico "AffyPLM".
A) Imagen de escaneado. B)“weight”. C) "'resids" D) "'sign-resids”. En este chip
no observamos ningln artefacto en la imagen. La hibridacién es homogénea.

Todos aquellos chips que presentaban alglin artefacto en la imagen fueron eliminados
del estudio posterior.

A fin de descartar variaciones en el proceso de marcaje y revelado de la sonda,
analizamos las posibles diferencias en la distribucion de las intensidades de todas las
sondas presentes en cada chip (Figura 20A). La distribucion de intensidades debe

presentar un patréon similar para todos los experimentos. La calidad del RNA se
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determiné calculando la relacion entre la intensidad de todas las sondas situadas en el
extremo 3’ respecto a las sondas situadas en 5° en un mismo microarray. El patron de

degradacion del RNA fue similar en todos los chips (Figura 20B).

A
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g 4 del RNA
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|
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Figura 20. Gréficos de intensidad y degradacion del RNA. A) Los histogramas de la densidad
relativa de las sondas presentan una determinada sefial de intensidad en un mismo experimento de
microarrays. No se observan diferencias significativas entre microarrays. B) Representacién
gréfica del patrén de degradacion 3’/5° de las sondas presentes en cada experimento. A pesar de
existir diferencias en las medias de intensidad de las diferentes curvas, todas ellas presentan una
pendiente similar lo que permite concluir que todos estos experimentos son comparables.

Utilizando el paquete informatico “simpleAffy” de Bioconductor, nos aseguramos de
que todos los chips analizados superasen los controles de calidad descritos por el

fabricante.

6. ANALISIS ESTADISTICO

6.1. ESTUDIO DEL NIVEL DE EXPRESION DE LOS GENES DEL SISTEMA DE
REPARACION NHEJ EN BIOPSIAS PRE-TRATAMIENTO DE PACIENTES CON
CECC LOCALMENTE AVANZADO

Utilizamos el test estadistico no paramétrico de la U de Mann-Whitney para determinar

si existian diferencias significativas en los niveles de mRNA y en el porcentaje de
células tumorales positivas para la tincion por IHQ al comparar el grupo de tumores con
una respuesta tumoral > 50% (respondedores) con el grupo de tumores con una
respuesta tumoral < 50% (no respondedores). Este test permite analizar si existen
diferencias significativas entre dos grupos de muestras independientes en relacion con

una variable de estudio.
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Por otra parte, utilizamos el analisis de curvas ROC (Receiver-Operating
Characteristics) para determinar la utilidad diagnostica de los niveles de Ku70, Ku80,
DNA-PKcs, o del porcentaje de células tumorales positivas en el caso de Ku70, con
objeto de discriminar entre los tumores respondedores y los no respondedores. El
analisis de curvas ROC determina el rendimiento global de una prueba diagnostica,
representando sobre una grafica la sensibilidad frente la inversa de la especificidad que
tiene la variable de interés a la hora de predecir un suceso determinado. Cuanto mayor
es el area bajo la curva (AUC) mayor sensibilidad y especificidad presenta una prueba.
Esta representacion determina el punto en el que la prueba alcanza mayor sensibilidad y
especificidad. Utilizamos, por tanto, este analisis para establecer los puntos de corte
optimos, en cuanto a niveles de mRNA y de proteina, con mejor balance entre
sensibilidad y especificidad con objeto de distinguir los tumores respondedores de los
no respondedores.

Usamos el test de regresion logistica para evaluar la asociacioén entre la expresion de
Ku70, Ku80 y DNA-PKcs, el tamafio del tumor (T), la afectaciéon ganglionar y la
localizacion, con la respuesta a la quimioterapia de induccion.

Aplicando el método de Kaplan-Meier, generamos curvas de supervivencia libre de
recidiva local (SLRL) o de supervivencia global (SG) identificando a los pacientes que
presentaban niveles de mRNA o de proteina por encima o por debajo del umbral
establecido. Para determinar si existian diferencias estadisticamente significativas en la
SLRL o la SG entre el grupo de pacientes que expresaban niveles altos y el grupo de
pacientes que expresaban niveles bajos se utilizé el test de Log-Rank.

Con el modelo de Cox analizamos la asociacion entre la expresion de Ku70, Ku80 y
DNA-PKcs, el tamafio del tumor (T), la afectacion ganglionar y la localizacion con la
SLRL y la SG del paciente. Cox construye modelos que permiten estimar el tiempo de
aparicion de un suceso (recidiva, muerte) en funcién de los datos obtenidos para las
diferentes variables de interés, ya sea en analisis univariante o multivariante. Con el
modelo de Cox determinamos la existencia o ausencia de diferencias significativas en el
riesgo relativo de muerte o de recidiva tumoral, al comparar el grupo de pacientes con
tumores con niveles altos de mRNA, o de proteina, con el grupo de pacientes con
tumores con niveles bajos de mRNA, o de proteina. El andlisis de Cox multivariante
permite establecer si los niveles de mRNA, o de proteina, por encima o por debajo del
umbral establecido son factores de riesgo independientes de la recidiva tumoral o

muerte del paciente.
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En cualquiera de los test estadisticos utilizados se consideraron significativas las
diferencias entre grupos cuando la probabilidad estadistica fue menor que 0,05
(p<0,05). Todos los tests estadisticos se realizaron utilizando el programa SPSS v 14.01

(SPSS, Inc., Chicago, IL).

6.2. ESTUDIO DE EXPRESION POR MICROARRAYS EN CECC DE ESTADIOS
LOCALMENTE AVANZADOS
El pre-procesado, el analisis estadistico y el andlisis de anotaciones funcionales, de los

experimentos de microarrays, se llevd a cabo utilizando diferentes paquetes
informaticos recogidos dentro del proyecto Bioconductor (www.bioconductor.org) e

implementados para su utilizacion con lenguaje “R” (www.r-project.org) (Tabla 5).

Tabla 5. Paquetes informaéticos de Bioconductor utilizados en el analisis de datos de los experimentos de
microarrays.

Paquete informatico utilizado Aplicacion

Biobase Aplicaciones basicas Bioconductor
genefilter Filtrado no especifico

affy Normalizacion RMA

Multtest Expresion diferencial

Hgul33a2 Anotaciones microarray HG-U133a2
annaffy Herramientas analisis anotaciones
annotate Anotaciones

GOstats Anélisis de ontologias

6.2.1 Pre-procesado de los experimentos de microarrays
Todos los microarrays incluidos en el estudio fueron pre-procesados utilizando el

método RMA del paquete informatico “affy” para descartar variaciones tanto intra-
experimentales como inter-experimentales producidas durante el proceso de marcaje e
hibridacion de los microarrays. El pre-procesado de los chips de Affymetrix incluye tres
pasos. En primer lugar se ajusta el “background” de cada experimento, seguidamente se
realiza la normalizacion para que todos los chips incluidos en un mismo estudio sean
comparables y finalmente se aplica un método de sumarizacién que permite obtener un
valor de expresion para cada gen, combinando las sefales obtenidas de todas las sondas
que lo representan. El método de pre-procesado RMA esta implementado para que su
funcionamiento sea automatico. Utiliza Unicamente la sefial de las sondas PM para la
normalizacidn de los chips, aplica el método de normalizacion por cuantiles y el método

de sumarizacion basado en el algoritmo “median polish”."** ">’ La Figura 21 muestra las
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procesado.

Experimentos
84

6n de todos los tumores y biopsias

do de ligamiento completo. El cluster agrupd todas las muestras

Experimentos
Figura 21. Box plot de los niveles de intensidad de todas las sondas presentes en cada uno de los

experimentos de microarrays. Antes de realizar el pre-procesado de los microarrays (A) o bien, una vez

finalizado el preprocesado RMA (B).

7

jerarquico no supervisa

no especifico, utilizando el paquete informatico “genefilter” de bioconductor.
inferior a 0,5 seleccionando de este modo aquellos sets de sondas que presentaban una
los genes fueron que presentasen un nivel de expresion superior al log(100) en un 25%
de las muestras analizadas y que su nivel de expresion medio en todas las muestras
de cluster no supervisado utilizando el programa MEV v4.0 (TIGR Multiexperiment

mayor variabilidad entre muestras. Los otros dos criterios utilizados para el filtrado de
analizadas fuese superior al log(300). Los genes que superaron los tres criterios de
normales analizadas mediante cluster jerarquico no supervisado. Realizamos el analisis
Viewer; www.tm4.org. Dana-Farber Cancer Institute).””® Utilizamos la distancia
euclidiana para generar la matriz de similitud y seleccionamos el método de cluster
Uno de los pacientes incluidos en el andlisis de cluster jerarquico presentaba metastasis
a distancia en el momento del diagndstico y fue excluido de todos los andlisis

Antes de generar el andlisis de cluster de los microarrays, se realiz6 un filtrado de genes
Descartamos aquellos genes que presentaban un rango inter-cuartilico entre muestras

y a todos los genes seleccionados segun su perfil de expresion.

6.2.2 Analisis no supervisado ( “Clustering” )
filtrado fueron utilizados para realizar la clasificaci
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posteriores ya que su tratamiento difiere de aquellos en estadios localmente avanzados,
y depende en gran medida del alcance de la lesion producida por el tumor primario, asi

como del tipo de metastasis que presenta el paciente.

6.2.3. Analisis de supervivencia libre de recidiva local (SLRL) y supervivencia
global (SG) entre subtipos tumorales
Aplicando el andlisis de Kaplan-Meir y el test de Log rank determinamos si existian

diferencias significativas en la supervivencia libre de recidiva local (SLRL) y
supervivencia global (SG) entre los pacientes pertenecientes a los diferentes subgrupos
de tumores identificados por “clustering”. A continuacion, utilizamos el analisis de Cox
univariante y multivariante para analizar la asociacion entre la clasificacion de los
tumores en clusters, el tamafio tumoral, la afectacion ganglionar y la localizacion
tumoral con la SLRL y la SG del paciente. Las diferencias en SLRL o SG se
consideraron significativas cuando la probabilidad estadistica fue menor que 0,05

(p<0,05).

6.2.4. Analisis de expresion diferencial
El andlisis de expresion diferencial permitié identificar los genes asociados con cada

uno de los subtipos tumorales identificados mediante cluster, con la recidiva tumoral a
los 2 afos, con la supervivencia de los pacientes a los 3 afios, con la respuesta tumoral a
la quimioterapia de induccion y con el proceso de patogénesis del CECC.

Para realizar todos los analisis de expresion diferencial descritos en el estudio de
microarrays se utilizé el paquete informatico “Multtest” del proyecto Bioconductor.

En los experimento de microarrays se realizan de manera simultanea multiples hipdtesis
nulas que favorecen el incremento del error estadistico de tipo 1. Si no se aplica el test
de correccion de error para pruebas multiples es posible que algunos de los genes
identificados como expresados diferencialmente sean consecuencia del aumento del
error estadistico y que en realidad no presenten diferencias significativas en sus niveles
de expresion. Todos los analisis de expresion diferencial se realizaron utilizando la
funcién mt.maxt del paquete “Multtest” que aplica el test estadistico de Welch seguido
del test de correccion de error para pruebas multiples. Consideramos que un gen se
expresaba diferencialmente cuando su probabilidad estadistica ajustada fue menor que

0,05 (p<0,05).
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Ademas, realizamos un andlisis de curvas ROC para seleccionar aquellos genes que
presentaban mayor sensibilidad y especificidad a la hora de predecir la recidiva tumoral

a los 2 afios de seguimiento y la supervivencia del paciente a los 3 afios de seguimiento.

6.2.5. Analisis de anotaciones funcionales
Llevamos a cabo un analisis de ontologias utilizando el paquete informatico GOstats.

159
GOstats estd basado en la aplicacion de tests hipergeométricos para determinar, dentro
de una lista de genes seleccionados, aquellos términos bioldgicos que estdn sobre-
representados en comparacion con el total de genes presentes en el microarray. De este
modo, es posible determinar la activacidon o inactivacion de procesos biolodgicos o vias
de sefializacion asociados a una condicion experimental. GOstats permite analizar los
tres niveles de términos bioldgicos (proceso biologico, componente celular y funcion
molecular) descritos en la base de datos de Gene Ontology (GO;
http://www.geneontology.org/) y las vias metabdlicas o de sefializacion descritas en la
base de datos “Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” (KEGG;
http://www.genome.jp/kegg/). Utilizamos GOstats para determinar en qué procesos
biologicos estaban implicados los genes sobre-expresados o infra-expresados
identificados previamente con el andlisis de expresion diferencial. El andlisis con
GOstats se realizd seleccionando aquellos genes que presentaban una p<0,001 no
ajustada en el analisis de expresion diferencial. De este modo, se aumenta el nimero de
genes incluidos en el andlisis y la posibilidad de identificar un grupo de genes
implicados en el mismo proceso bioldgico o via de sefializacion. Para todos los analisis
de anotaciones funcionales consideramos diferencias significativas con una probabilidad
menor a <0,001 (p<0,001).

Todas las listas de genes incluidas en este trabajo han sido generadas utilizando los

paquetes informaticos de Bioconductor “annotate”, “Hgul33a2” y “annaffy”.'>
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