Desarrollo de la técnica de FICTION como nueva herramienta para el
diagnostico precoz de cancer de pulmon

FICTION as a new tool to early lung cancer diagnosis

I. Zudaire'?, R. Pio**, I. Martin-Subero’, M.D. Lozano?®, D. Blanco?, J.J. Garcia Lépez®, M.D.
Odero de Dios', N. Rey?, J. Zulueta® , R. Siebert’, M.J. Calasanz’, L. Montuenga*®

RESUMEN

El cancer de pulmén es una de las causas de muerte mas
frecuentes en el mundo occidental. La supervivencia global de
los pacientes no supera el 15% a los 5 afnos, debido principal-
mente a que la mayor parte de los casos se diagnostican en
estadios avanzados. Ademas de la prevencion primaria, median-
te la reduccién del consumo de tabaco, son necesarias nuevas
tecnologias para el diagndstico precoz de la enfermedad.

Estudios recientes han demostrado que el TAC helicoidal
del torax es efectivo en la deteccién de nddulos pulmonares
malignos en estadios precoces. En la actualidad se esté valoran-
do su eficacia en series amplias de pacientes de alto riesgo.

Recientemente se ha desarrollado una nueva técnica de
citogenética molecular, el FICTION (Fluorescence Immunophe-
notyping and Interphase Cytogenetics as a Tool for the Investiga-
tion of Neoplasms). Esta técnica permite el analisis simultaneo
de marcadores inmunofenotipicos y alteraciones genéticas pre-
sentes en las células tumorales. El objetivo de nuestro proyecto
es su puesta a punto para el estudio de muestras de esputo y
lavado broncoalveolar de pacientes con cancer de pulmén. El fin
altimo es estudiar la posibilidad de que esta técnica pueda ser
utilizada, junto con el TAC helicoidal, en programas de detec-
cién precoz de cancer de pulmén, para pacientes de alto riesgo.

En este trabajo presentamos una revisién de la contribu-
ci6n de las distintas técnicas de citogenética al estudio del can-
cer de pulmdn y la metodologia de trabajo que vamos a llevar a
cabo en nuestro proyecto.

Palabras clave. Cancer de pulmén. Deteccion precoz. Cito-
genética. FICTION. Esputo. Lavado broncoalveolar.
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ABSTRACT

Lung cancer is one of the most frequent causes of cancer
death in Western countries. Overall 5-year survival rate is
lower than 15% mainly due to the late diagnosis of the disease.
Primary prevention (reduction of tobacco consumption) and
more effective methods for early detection are needed.

Some studies have recently shown that low-dose spiral
computed tomography (CT) is a useful technique to the
detection of pulmonary malignant nodules in early stages.
Studies are developing to evaluate its efficacy in series of high-
risk patients.

A new cytogenetic technique has been developed: the
FICTION technique (Fluorescence Immunophenotyping and
Interphase Cytogenetics as a Tool for the Investigation of
Neoplasms). This technique allows the simultaneous study of
immunophenotypic markers and genetic abnormalities present
in tumour cells. The goal of our project is optimise this
technique in sputum and bronchoalveolar lavage specimens
from lung cancer patients. The overall goal of this project is
evaluate the usefulness of this technique, together with the new
radiological techniques, in early detection programs of lung
cancer in high-risk patients.

In the present study we review the cytogenetic studies on
lung cancer carried out in the recent years. We also introduce
the basic methodological aspects that will be developed in our
project.

Key words. Lung cancer. Early detection. Cytogenetics.
FICTION. Sputum. Bronchoalveolar lavage.
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INTRODUCCION

El cancer de pulmén es la causa mas
frecuente de muerte por cancer en el
mundo occidental. Se estima que en el afio
2000 se produjeron mas de 1.300.000 muer-
tes. A pesar de los importantes avances
realizados en el tratamiento de estadios
avanzados, la supervivencia global del
cancer de pulmén en las mejores series,
sigue siendo menor del 15% a los 5 afnos'.
Todavia mas preocupante es el hecho de
que esta supervivencia no haya mejorado
sustancialmente desde la década de los 70.

Este estancamiento se debe a miltiples
factores pero, en contraste con otras neo-
plasias epiteliales como el cancer de
mama, no hay duda de que la falta de téc-
nicas de diagnéstico precoz del cancer de
pulmén, ha contribuido a este retraso. Asi,
aproximadamente 80% de los pacientes
con cancer de pulmén son diagnosticados
cuando la enfermedad est4 avanzada y sin
posibilidades reales de curacion. Teniendo
en cuenta que tan sélo el 15-20% de los
pacientes son diagnosticados en estadio
IA, con una supervivencia a los 5 anos del
80%, es logico pensar que si mejorara
nuestra capacidad de detectar tumores de
forma precoz en personas de alto riesgo,
conseguiriamos disminuir la mortalidad
por esta enfermedad. La combinacién de
nuevas tecnologias para la deteccion pre-
coz del cancer de pulmén y los crecientes
esfuerzos de prevencion primaria realiza-
dos para reducir la exposicion al tabaco,
pueden sin duda suponer una mejora sus-
tancial en la batalla por controlar esta epi-
demia de los tiempos modernos?.

Estudios iniciales realizados en los
anos 70 desaconsejaron la combinacion
del andlisis citolégico del esputo y la radio-
grafia de térax como herramienta para la
deteccion precoz de cancer de pulmén en
pacientes de alto riesgo; sin embargo, estu-
dios recientes han demostrado que el TAC
helicoidal del torax es efectivo en la detec-
cién de nédulos pulmonares malignos en
estadios precoces’y puede ser una buena
herramienta para estrategias de cribado
en poblaciones de alto riesgo. Grupos mul-
ticéntricos estan llevando a cabo estudios
aleatorios para determinar si el uso del
TAC helicoidal en protocolos de cribado a
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nivel poblaciéon de alto riesgo disminuye
significativamente la mortalidad por can-
cer de pulmoén.

La linea de investigacion que llevamos
a cabo en nuestro grupo parte de la hip6-
tesis de que la combinacion de las técnicas
radiolégicas con técnicas de deteccién de
marcadores moleculares permitird mejo-
rar sustancialmente el diagndstico precoz
del cancer de pulmén.

Es evidente que, para poder aplicar el
estudio de marcadores moleculares en el
contexto de la deteccién precoz en el
ambito poblacional, se requiere desarro-
llar técnicas poco invasivas, sencillas,
rapidas y de bajo coste. Es conocido que a
lo largo de la carcinogénesis pulmonar,
algunas células del tumor son liberadas al
arbol bronquial y pueden detectarse en los
correspondientes fluidos biolégicos, como
el lavado broncoalveolar o esputo*. Tam-
bién se ha publicado la deteccién de célu-
las cancerosas, ARN, ADN y proteinas de
origen tumoral en la sangre de los pacien-
tes con cancer de pulmon, especialmente
en los tumores mas avanzados®. La presen-
cia de moléculas del tumor en el
suero/plasma del paciente en el caso de
estadios mas precoces es todavia tema de
discusion. La deteccién de células tumora-
les o preneoplasicas en esputo o lavado
broncoalveolar podria en teoria adelantar
el diagnéstico del tumor antes de la apari-
cion de los sintomas clinicos, o comple-
mentar los datos obtenidos mediante el
TAC helicoidal, por lo que resultan de gran
interés para la puesta en marcha de un
programa de deteccion precoz.

El analisis citologico es la técnica con-
vencional para el estudio de la presencia
de células malignas en el esputo o el lava-
do broncoalveolar. En teoria, en estadios
muy precoces de la carcinogénesis pulmo-
nar, es posible encontrar en estos fluidos
biolégicos células fenotipicamente norma-
les que presenten marcadores moleculares
especificos de la transformacién o de pre-
malignidad. Por ello, un estudio multidisci-
plinar de las muestras que combine el
estudio fenotipico y de marcadores mole-
culares, puede mejorar significativamente
la calidad del diagnéstico.
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En este contexto, el objetivo principal
de nuestro proyecto es la puesta a punto
de una nueva tecnologia diagnostica, la
técnica de FICTION (Fluorescence Immu-
nophenotyping and Interphase Cytogenetics
as a Tool for the Investigation of Neo-
plasms) para el estudio de células exfolia-
tivas presentes en el esputo y el lavado
broncoalveolar de pacientes con alto ries-
go de padecer cancer de pulmén.

Para comprender mejor la necesidad
del desarrollo de esta técnica en carcino-
mas de pulmén, exponemos brevemente la
contribucién de las distintas técnicas de
citogenética al estudio de esta neoplasia.

CITOGENETICA EN CANCER DE
PULMON

Citogenética convencional

El anélisis citogenético convencional
consiste en el estudio de las alteraciones
cromosOmicas presentes en las metafases
de las células obtenidas a partir de un cul-
tivo in vitro del tejido a estudiar. El estudio
de la morfologia de los cromosomas se
lleva a cabo mediante el tratamiento con
tripsina y posterior tincién con Giemsa,
generando un patrén de bandas, denomi-
nadas bandas G, que permite detectar las
alteraciones, tanto numéricas como
estructurales, presentes en el genoma®.

La citogenética convencional ha expe-
rimentado un importante desarrollo en el
campo de la hematologia, incorporandose
a la rutina diagnéstica; sin embargo en el
caso de los tumores sélidos, las dificulta-
des técnicas encontradas la han relegado
al campo de la investigacion. Los principa-
les problemas residen en la escasa dispo-
nibilidad de tejido fresco, la contamina-
cién de los cultivos in vitro por células
normales, el bajo indice mitético del
tumor in vitro y principalmente, debido al
tiempo de manifestacién clinica de los
tumores, la complejidad de los cariotipos,
que impide identificar alteraciones cromo-
sOmicas especificas de un grupo diagndsti-
co o con una evolucién clinica determina-
da’.

A pesar de todo, la citogenética con-
vencional ha permitido describir alteracio-
nes especificas de los distintos tipos his-
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tologicos de cancer de pulmoén. Asi los car-
cinomas microciticos o de células peque-
nas (Small Cell Lung Carcinoma; SCLC) se
caracterizan por las pérdidas en 3p, 5q,
13q y 17p. En carcinomas no microciticos
o de células no pequenas (Non-Small Cell
Lung Carcinoma; NSCLC) son frecuentes
las pérdidas en 3p, 9p, 17p, la trisomia del
cromosoma 17 y la presencia de i(5)(p10)
e i(8)(ql0). Dentro de este subgrupo, la
pérdida de 3p y los reordenamientos afec-
tando a 2p y 3q son significativamente mas
frecuentes en carcinomas escamosos
(Squamous Cell Carcinoma; SCC) que en
adenocarcinomas (ADC), en los que son
mas frecuentes las ganancias en 1q, 7p y
11q10-12.

Algunas de estas alteraciones se han
asociado a factores pronésticos tradicio-
nales; asi Feder y col encontraron que en
NSCLC los reordenamientos en 17p se aso-
ciaban a tumores de menor grado. Asimis-
mo, las reordenaciones en Xq y las pérdi-
das de los cromosomas 4 6 22 se
asociaban a peor pronoéstico™.

Ya en 1993, la citogenética convencio-
nal hizo su primera aportacién al estudio
de células exfoliativas de pulmoén. El traba-
jo de Lukeis y col describié alteraciones
citogenéticas numéricas y estructurales en
efusiones pleurales de 11 pacientes con
NSCLC. Las alteraciones mas frecuentes
fueron las reordenaciones afectando a la
banda 1p10-p13, las ganancias de los cro-
mosomas 7y 20, y las pérdidas de 4, 9, 10,
13, 15, 16, 18, 19, 21 y 225,

Citogenética molecular

La citogenética molecular engloba a
todas las técnicas cromosoémicas basadas
en la hibridacioén in situ con sondas fluo-
rescentes. En funcién de la sonda utilizada
y la diana que se pretende estudiar se han
desarrollado diferentes metodologias:
FISH, CGH, SKY, M-FISH, etc. y finalmente el
FICTION.

FISH convencional

Se consideran técnicas de FISH conven-
cional, aquellas técnicas que utilizan son-
das de ADN normal marcadas con fluores-
cencia sobre metafases o nicleos en
interfase procedentes del tumor. La posibi-
lidad de estudiar nacleos en interfase abre
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un enorme campo al estudio de tumores
con un bajo indice mit6tico y al estudio de
material archivado, bien congelado o
incluido en parafina®.

Al igual que la citogenética convencio-
nal, las técnicas de FISH permiten detectar
todo tipo de alteraciones, tanto numéricas
como estructurales. Uno de sus inconve-
nientes es que s6lo permite estudiar aque-
lla secuencia para la que se dispone sonda,
quedando el resto del genoma oculto.

La regién mas frecuentemente analiza-
da mediante FISH en cancer de pulmén ha
sido 3p. En este brazo, se han descrito
deleciones frecuentes en diferentes regio-
nes como 3p25-p26, 3p21.3-p22, 3pld y
3pl12". El gen FHIT (Fragile Histidine Triad)
en 3pl4.2 es uno de los genes mas estudia-
dos. Se han descrito transcritos anémalos
de este gen en un 80% de los SCLC y en un
40% de los NSCLC. La pérdida de heteroci-
gosidad (LOH) es més frecuente en fuma-
dores que no fumadores, sugiriendo que
este gen es una diana para las sustancias
carcinogénicas del tabaco®. Ademas, la
LOH no es exclusiva de células tumorales:
se ha descrito alteracion de este gen en el
epitelio morfol6gicamente normal de
fumadores y mediante FISH, Caballero y
col describieron la pérdida de este gen en
el epitelio normal de pacientes con tumo-
res primarios'. Su implicacion en los esta-
dios iniciales del desarrollo del tumor se
confirma con la descripciéon de deleciones
en lesiones preneoplasicas como la fibro-
sis idiopatica pulmonar".

La elevada frecuencia de deleciones en
3p21 ha generado multitud de estudios en
busca de posibles genes supresores locali-
zados en esta region. Estudios mediante
RFLPs, RT-PCR y marcadores de LOH"*
han sugerido el posible papel supresor de
varios genes localizados en 3p21.3. Asi, se
han descrito deleciones homocigoéticas en
una region de 120kb en 3p21.3 afectando a
CACNA2D2, 101F6, NPRL2, BLU, FUSI,
HYAL2, HYALI, SEMA3B, SEMA3F y
RBMb5/H37 entre otros®*. Sin embargo, la
tasa de mutacién para estos genes es muy
baja (menos de 5% de los casos) en la
mayoria de los estudios, sugiriendo que,
en el caso de ser supresores tumorales, la
via de inactivacién no es la mutacién gené-
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mica. Uno de los mecanismos de inactiva-
cion de genes supresores frecuente en pul-
moén es la hipermetilacion del promotor,
descrita en genes como RASSFIA (también
en 3p21)*, RARB, TIMP-3, CDKN2A/pl6,
MGMT, DAPK, ECAD, GSTPI y también
FHIT". En el caso de CDKN2A/p16, se ha
descrito también metilacién en un 92% de
las muestras de esputo obtenidas de
pacientes con NSCLC*, por lo que el estu-
dio de la metilacion de este gen se ha pro-
puesto como herramienta de deteccion
precoz.

El brazo largo del cromosoma 3 tam-
bién ha sido objeto de estudio mediante
FISH, confirmando la implicacién de multi-
ples genes en las ganancias encontradas
en 3q25-q27 en carcinomas escamosos®.
En 3q21, se ha identificado un posible
oncogén, AlS, frecuentemente amplificado
en este tipo histologico®.

La primera y, hasta la fecha, tnica par-
ticipacion de la citogenética en el diagnos-
tico de los tumores sélidos ha sido el estu-
dio de la amplificacion del oncogén ERBB2
(17q12) mediante FISH. ErbB2 es una pro-
teina transmembrana con actividad tirosin
kinasa, cuya sobrexpresion se ha descrito
en multitud de tumores, principalmente en
carcinomas de mama. En esta neoplasia, la
sobrexpresion de la proteina se asocia a un
peor prondstico”. Recientemente se ha
desarrollado un tratamiento especifico
para los casos ErbB2 positivos, un anti-
cuerpo monoclonal denominado Trastuzu-
mab (Herceptin’), que en combinacién con
la quimioterapia tradicional mejora signifi-
cativamente la supervivencia de los
pacientes. Debido a los importantes efec-
tos cardiotéxicos derivados del tratamien-
to y su elevado coste, es esencial conse-
guir una elevada sensibilidad 'y
especificidad en el diagnéstico de la
sobrexpresion de ErbB2. En mama, la
sobrexpresion de la proteina es resultado
de la amplificacion del gen en un 80% de
los casos, por lo que la combinacién del
andlisis imnunohistoquimico rutinario de
la proteina y la confirmacién mediante
FISH de los casos de sobrexpresiéon dudosa
ha mejorado sensiblemente la calidad del
diagnéstico®.
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La sobrexpresion de ErbB2 en cancer
de pulmén se ha descrito principalmente
en NSCLC con porcentajes que varian
entre el 5 y 50%, siendo mucho mas fre-
cuente en ADC y carcinomas de células
grandes (Large Cell Carcinoma; LCC) que
en SCC¥. La sobrexpresiéon en SCLC ha sido
mucho menos estudiada, con porcentajes
entre el 13 y el 30%**. A diferencia de lo
que ocurre en mama, existe una importan-
te controversia respecto a la implicacién
de ErbB2 en la supervivencia de los
pacientes con cancer de pulmén. En el
estudio de 187 NSCLC llevado a cabo por
Hirsch y col® no se encontraron diferen-
cias significativas en la supervivencia
entre los paciente positivos y negativos
para la sobrexpresion de la proteina, aun-
que se observo una ligera menor supervi-
vencia en los pacientes con niveles 3 de
sobrexpresion®. Sin embargo, Potti y col
en el estudio de 223 SCLC si describieron
una menor supervivencia en los pacientes
ErbB2 positivos™.

Los primeros estudios mediante FISH
de la amplificacién del gen ERBB2 mues-
tran que, a diferencia del cancer de mama,
la amplificacion del gen en pulmén es muy
poco frecuente (solo un 4% en NSCLC), de
forma que so6lo un 25% de los casos positi-
vos para la sobrexpresion presentan
amplificacion del gen. La polisomia del
cromosoma 17 es muy frecuente en NSCLC
(alrededor de un 84% de los casos) y ésta
parece no corresponderse con la sobrex-
presiéon de la proteina®®, La implicacion
de este gen en el prondstico del cancer de
pulmén todavia no se ha estudiado.

No hay estudios de amplificacién en
tumores primarios de SCLC pero si en line-
as celulares donde no se han descrito la
amplificacién de ERBB2*.

No se ha desarrollado un protocolo
estandar en pulmén que defina los crite-
rios para la evaluaciéon inmunohistoquimi-
ca y/o mediante FISH de este gen. Sin
embargo, ya se estan desarrollando ensa-
yos en fase Il y en fase Ill en pacientes con
NSCLC con Trastuzumab en combinacién
con los tratamientos estandar de quimio-
terapia®. Los primeros resultados indican
que los pacientes con NSCLC y niveles 3 de
sobrexpresiéon y/o amplificacién del gen
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presentan una mayor respuesta al trata-
miento y mayor supervivencia; sin embar-
go, dado el escaso nimero de pacientes
con estas caracteristicas, los resultados
son poco esclarecedores™.

Otros genes estudiados mediante la
técnica de FISH en pulmén han sido MLL
(11g23), cuya amplificacion se ha asociado
con resistencia al tratamiento con inhibi-
dores de la TOPOIlco* y un posible gen rela-
cionado con la represion de la expresion
de la telomerasa en 10p15.1%".

Hibridacion Genomica Comparada
(CGH)

Debido a los problemas técnicos de la
citogenética convencional, una nueva téc-
nica ha experimentado un enorme auge
entre los tumores soélidos: la CGH. El fun-
damento de esta técnica es el marcaje del
ADN en estudio mediante un fluorocromo
de emisién verde y de un ADN normal de
referencia con un fluorocromo de emisién
roja. Mezclados en cantidades equimole-
culares, los dos ADNs se utilizan como
sondas en la hibridacién sobre una meta-
fase normal. Cuando existe ganancia de
material en la muestra test, en un cromo-
soma (o en parte de él) se detectara en esa
zona una mayor intensidad verde; sera
roja en el caso de la deteccion de pérdidas.
La cuantificacion de esa diferencia de
intensidades se realiza mediante un equi-
po informatico que calcula el cociente de
intensidades verde/rojo a lo largo de cada
cromosoma de la metafase®. Al igual que la
citogenética convencional, y a diferencia
del FISH convencional, la CGH tiene la ven-
taja de que proporciona informaciéon de
todo el genoma en un Gnico experimento
de hibridacién. Ademas, permite trabajar
con el ADN del tumor sin tener que recu-
rrir al tejido fresco. Su gran inconveniente
es, sin embargo, el hecho de detectar Gni-
camente ganancias y pérdidas, pero no
alteraciones equilibradas como transloca-
ciones o inversiones.

Los trabajos de CGH en pulmén publi-
cados hasta el momento describen altera-
ciones recurrentes en un gran nimero de
cromosomas. En el carcinoma escamoso
son frecuentes las pérdidas en 2q, 3p, 3q,
4q, 7p, 9q, 13q, 16q, 17p y 21q, asi como las
ganancias en 3q. Las ganancias en 1q23,
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7p, 15q y 20q y la delecion en 6q, 13q, 18q
y 19922 se han asociado a adenocarcino-
mas®. Los carcinomas de células pequenas
se caracterizan por pérdidas en 3p, 13q14-
q21, 4p, 4q y 2q22-q24, mientras las ganan-
cias afectan principalmente a 19p, 19q,
1p31-p35, 17q22-q25 y 5p14-p15.3. De espe-
cial interés es la descripcién de regiones
amplificadas en 1p32-p33 y 2p22-p24. En
1p32 se localiza el gen LMYC y en 2p24.1
NMYC, dos genes cuyas proteinas estan
sobrexpresadas en este tipo histol6gico®.

En otro trabajo posterior, Petersen y
col describieron como alteraciones asocia-
das al proceso metastatico las pérdidas en
3pl2-pl4, 3p21, 4p15-pl6, 6q24-qter, 8p22-
p23, 10g21-qter y 21q22, y las ganancias en
1q21-q25, 8q, 9934, 14q12 y 15q12-q15*.

La CGH también ha permitido describir
alteraciones asociadas a quimiorresisten-
cia. Amplificaciones en 11q23-qter, la pér-
dida del cromosoma 17 y deleciones en
2pl4-pter y 2q23-q24 se presentan de
forma especifica en lineas celulares resis-
tentes al tratamiento con VP16, un inhibi-
dor de la Topoisomerasa Ilo*.

A pesar de todas estas ventajas, la CGH
solamente se ha utilizado en el campo de
la investigacion. Es una técnica compleja,
laboriosa, de elevado coste y que requiere
personal altamente cualificado, lo que
hace inviable su utilizacién como técnica
de cribado.

SKY y M-FISH

Las técnicas de cariotipo spectral
(SKY)* y multi-FISH* estan basadas en el
pintado de los cromosomas del tumor con
una mezcla de 24 sondas fluorescentes que
permiten identificar cada cromosoma por
su color especifico. Presenta todas las ven-
tajas de la citogenética convencional, con
la ventaja afadida de permitir caracterizar
translocaciones complejas y reordena-
mientos cripticos que se escapan a la reso-
lucién de las bandas G. En tumores soéli-
dos, su uso es limitado por la necesidad de
trabajar con metafases de alta calidad
obtenidas del tumor fresco. En pulmén la
técnica de M-FISH se ha utilizado en el
estudio de lineas celulares de NSCLC". Los
resultados obtenidos son de gran interés
ya que, mostraron como en pulmoén, a dife-
rencia de lo que ocurre en las neoplasias
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hematolégicas, son muy poco frecuentes
las translocaciones equilibradas, mientras
que se describieron un gran nimero de
alteraciones numéricas y estructurales no
equilibradas.

FICTION

La técnica de FICTION consiste en la
deteccién simultanea de antigenos celula-
res mediante inmunofluorescencia y de
alteraciones cromosomicas mediante la
técnica de FISH en un solo experimento de
hibridacién. El desarrollo de nuevas sus-
tancias fluorescentes y nuevos sistemas de
filtros ha permitido la puesta en marcha de
una variante, el M-FICTION, con el que pue-
den llegar a detectarse simultdneamente
hasta 5 alteraciones cromosémicas®. En el
articulo de Martin Subero y col publicado
en esta revista se detalla el fundamento
técnico del FICTION*.

El FICTION es una técnica mucho mas
rapida y menos compleja que la citogenéti-
ca convencional o el CGH. Ademas, dado el
bajo porcentaje de células tumorales que
cabe esperar en las muestras de esputo y
lavado bronquial, la técnica del FICTION
resulta mas apropiada por su elevada sen-
sibilidad. En comparacién con el FISH, el
FICTION aporta la ventaja de poder identi-
ficar el tipo celular que lleva la alteracion
citogenética, en medio de una poblacién
heterogénea de células.

Tal y como se ha mostrado en el arti-
culo de Martin Subero y col, el FICTION ha
resultado de gran utilidad en el estudio de
neoplasias hematolégicas. Sin embargo,
sblo se ha publicado un trabajo en tumo-
res so6lidos en el que se ha estudiado la
relacién existente entre la expresion del
receptor de estrogenos y la delecion del
gen en 6 lineas celulares de cancer de
mama®. No existe ningin trabajo previo de
FICTION en carcinomas pulmonares.

ESTUDIOS CON TECNOLOGIA
MICROARRAY

Las nuevas tecnologias de microchips
también han sido puestas al servicio del
cancer de pulmén. Uno de los esfuerzos
méas importantes realizados ha sido el
estudio de Garber y col. El estudio de la
expresion de 24.000 elementos en un
microarray de cDNA les permiti6é describir
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tres subgrupos de adenocarcinomas, con
patrones de expresion diferentes y diferen-
cias significativas en la supervivencia®.

ESTUDIOS Y RESULTADOS PREVIOS
OBTENIDOS HASTA LA FECHA

Tal y como hemos sefalado anterior-
mente, el objetivo de nuestro grupo de tra-
bajo es la puesta a punto de la técnica de
FICTION para el estudio de células exfolia-
tivas en esputo y lavado broncoalveolar.

Para este proyecto, se han selecciona-
do pacientes diagnosticados de carcinoma
primario de pulmén en estadios que per-
mitan su reseccién quirdrgica.

Después de obtener el correspondiente
consentimiento informado, de cada
paciente se han obtenido muestras de
tumor primario, tejido “normal” adyacen-
te, tejido normal distante, lavado bronco-
alveolar, esputo y sangre. Como muestras
control, muestras de esputo y sangre de
individuos sanos y tejido pulmonar normal
de autopsias por traumatismos. Los miem-
bros clinicos del equipo de investigacion
se encargan de llevar a cabo esta parte del
proyecto.

El primer paso para la puesta a punto
de la técnica de FICTION es la optimiza-
cion de protocolos de recogida de las
muestras. Es imprescindible que la recogi-
da se realice de forma estandarizada, de
forma que los resultados del ensayo no se
vean modificados por variaciones en los
tiempos y procedimientos de extraccion y
conservacion.

En segundo lugar, es imprescindible la
identificaciéon de un marcador citoplasma-
tico que permita identificar las células
tumorales entre la poblaciéon de células
epiteliales normales, macroéfagos, linfoci-
tos, células orales, etc., que pueden pre-
sentarse en las muestras. Con este objeti-
vo, nuestro grupo estd investigando el
papel de miembros de la familia hnRNP,
miembros de la familia de cadherinas y
factores de crecimiento o sus receptores
como potenciales marcadores especificos
para el fenotipo tumoral.

En tercer lugar, la seleccion de los mar-
cadores genéticos objeto de estudio.
Basandonos en las alteraciones genéticas
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recurrentes en cancer de pulmén conoci-
das por la bibliografia (Tabla 1), nuestro
objetivo es el estudio de las regiones 3p,
9p21 (P16), 17pl3 (TP53), 13ql4 (RBI),
8q24 (CMYC) y 2p23-24 (NMYC). Para algu-
na de ellas existen sondas comerciales
como TP53, RB1, CMYCy NMYC. Sin embar-
go, no estan disponibles comercialmente
sondas para otras regiones. Utilizando los
recursos bioinformaticos derivados del
proyecto genoma humano, hemos disena-
do sondas de ADN para el estudio de los
genes VHL en 3p25.3, MLHI en 3p22.3,
PCBP4 en 3p21.1, FHIT en 3p14.2, DUTTI en
3pl2.1 y CDKN2A/p16 en 9p21.

Los primeros ensayos realizados se
han llevado a cabo sobre lineas celulares
de cancer de pulmén. Esto ha permitido
establecer las condiciones de fijacién,
tiempo y temperatura de los distintos
pasos de la técnica de FICTION. En la figu-
ra 1 se muestra una imagen de FICTION
sobre células de la linea celular de ADC
pulmonar H23. El antigeno de superficie
utilizado fue el pull de citoqueratinas
MNF116; para el estudio del nimero de
cromosomas 17 se utiliz6 una sonda alfa
satélite de dicho cromosoma de Q-Biogene
y como sonda para el estudio del gen TP53
se utilizaron los BACs RPCI-11 199F11 y
RPCI-11 404G1.

Actualmente hemos comenzado a
poner a punto la tecnologia FICTION en
muestras de lavado broncoalveolar de
pacientes, utilizando sondas dirigidas con-
tra algunas de las regiones mencionadas
mas arriba. Asimismo, estamos llevando a
cabo estudios correlativos de esos marca-
dores genéticos, en concreto los localiza-
dos en 3p, entre las muestras de células
exfoliativas y las biopsias de los respecti-
vos tumores pulmonares incluidas en
parafina.

APLICACIONES PREVISTAS

Este proyecto se enmarca dentro de un
proyecto financiado por el V Programa
Marco de la UE en el que participan un
total de 11 centros, representando a siete
paises (Espafna, Reino Unido, Francia,
Dinamarca, Holanda, Italia y Alemania). Su
objetivo es la identificaciéon de marcadores
moleculares para la deteccién precoz del
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Tabla 1. Resumen de las alteraciones citogenéticas mas frecuentes descritas en cancer de pulmén y
los genes presentes en las regiones afectadas.

TIPO PERDIDAS GENES GANANCIAS GENES
HISTOLOGICO*
NSCLC
ScC 2q 3q AIS
3pl2.1 DUTT1 5p
3pl4.2 FHIT 8q
3p21.1 PCBP4, ACY1, BAPI 17 ERBB2
3p21.31 RASSF1A, HMLH]1,
SEMA3B/SEMAS3F, FUSI,
CACNA2D2, H37/RBMS5,
101F6
3p24 RARb
3p25 VHL, hOGG1
3q
4q
7p
9p CDKN2A/ p16
9q
13q
16q
17p P53
21q
ADC 6q 1q
13q RBI p EGFR
18q BCL2 11q23-qter MLL
19q22 15q
20q
SCLC 2q22-q24 1p31-p35 LMYC
3p 2p22-p24 NMYC
4p 5pl14-p15.3
4q 8q CMYC
13q14-q21 RBI1 17q22-q25
19p NOTCH3
19q

*NSCLC: Non-Small Cell Lung Carcinoma. SCC: Squamous Cell Carcinoma. ADC: Adenocarcinoma. SCLC: Small Cell
Lung Carcinoma.

cancer de pulmoén en individuos de alto tar un segundo tumor primario de pulmon
riesgo. El estudio se esta llevando a cabo (unos 100 por cada centro que forma parte
con pacientes que ya han sufrido un pri- del proyecto) y hacer su seguimiento
mer cancer de pulmén o de cabeza y cue- durante 5 anos para estudiar periddica-
llo. La razén de ello es que el riesgo de mente en ellos una bateria de marcadores
estos pacientes de desarrollar un nuevo y técnicas de deteccion. El objetivo final es
tumor pulmonar es muy alto, de 1 al 3% determinar los marcadores que puedan
anual. El proyecto europeo propone la predecir la aparicién de un segundo tumor
recogida de muestras a partir de mas de primario de pulmoén.

1.000 individuos con alto riesgo de presen-
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citoplasma

nuacleo

Figura 1. (A) Imagen de FICTION sobre la linea celular de ADC H23. La tincién azul corresponde al anti-
geno de superficie MNF116. La sefnal roja corresponde al gen TP53 y la verde al cromosoma
17. (B) Imagen en blanco y negro resultado de la inversion del color de la figura 1.A, que per-

mite distinguir el contorno nuclear.

Por ahora, ninguno de los biomarcado-
res que se han estudiado en cancer de pul-
moén ha sido validado en series suficiente-
mente numerosas de pacientes. La
cooperacion entre un namero tan impor-
tante de centros es, por lo tanto, esencial
para conseguir una serie con el suficiente
tamafio como para obtener resultados
estadisticamente significativos. Ademas,
el estudio de un nimero alto de pacientes
permitird estandarizar los protocolos de
recogida, procesamiento, almacenamiento
y andlisis de las muestras.

Los resultados preliminares son alen-
tadores; es de esperar que los nuevos
hallazgos permitan disponer de herra-
mientas eficaces para una deteccién mas
precoz del carcinoma pulmonar. El desa-
rrollo de nuevos biomarcadores puede
complementar la eficacia de las estrate-
gias radiologicas para la deteccion pre-
coz, que estdn ya siendo evaluadas en
ensayos randomizados. Si finalmente se
demuestra que los protocolos de detec-
cion precoz reducen la mortalidad por
cancer de pulmoén, se habra dado un paso
de gigante en la batalla contra la epidemia
de cancer de pulmén que esta viviendo la
sociedad occidental desde mediados del
siglo XX.
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