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Introduccion y Objetivos

El cancer de pulmoén constituye, en la actualidad, una patologia de enorme
relevancia a nivel social, tanto por su incidencia como por los altos indices de
mortalidad derivados de la misma (revisado por Alberg et al., 2005). El
problema fundamental que conlleva el desarrollo de esta enfermedad es que
no se ha encontrado una terapia que se pueda considerar eficaz para paliarla
y, en este sentido, cabe destacar la relevancia clinica que estan adquiriendo
los estudios acerca de los mecanismos moleculares implicados en la

carcinogénesis pulmonar (revisado por Sanchez-Céspedes, 2003).

Muchos de los componentes del tabaco son capaces de reaccionar con el ADN
provocando mutaciones. Con objeto de salvaguardar la integridad del genoma
y prevenir las consecuencias que trae consigo la persistencia de dano en el
ADN, las células humanas poseen complejos sistemas de reparacion de
lesiones. Si estos mecanismos no funcionan convenientemente, las
mutaciones en el genoma se acumulan, lo que llevaria a la célula a morir, por
activacion de los mecanismos de apoptosis, o bien, a seguir reproduciéndose,

dando lugar a un proceso tumoral.

Por otro lado, esta bien establecido el papel de la funciéon telomérica en
relacion con los procesos de inmortalizacion celular. Los telomeros se situan
en los extremos de los cromosomas lineales, ejerciendo una funcion
protectora, y se acortan progresivamente en cada ciclo celular. Por ello, se ha
propuesto que actian como reloj mitético, regulandose asi el namero de veces
que las células pueden dividirse antes de entrar en senescencia o apoptosis
(Hayflick, 1976). Cuando los telomeros alcanzan una longitud critica, se
produce inestabilidad genética que, en la mayoria de las células afectadas,
trae consigo la muerte celular (revisado por De Lange, 2002). Por tanto,
aunque el acortamiento de los telémeros limita la capacidad replicativa de las
células humanas y suprime la transformacion celular, también conduce a la

inestabilidad cromosémica.

Para que las células se dividan de manera ilimitada es necesario que
mantengan las secuencias teloméricas. De ahi que, en la mayoria de células
tumorales, se desencadenen mecanismos de mantenimiento de telomeros,

fundamentalmente a través de la telomerasa, una transcriptasa reversa
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especializada (revisado por Harley, 2008). Esta estabilizacion de los telomeros
permite la inmortalizacion y facilita la progresion tumoral (Masutomi y Hahn,
2003).

Recientemente, se ha establecido el papel de las moléculas relacionadas con la
senalizacion de dafio en el ADN o con los propios mecanismos de reparacion,
en el mantenimiento de la integridad cromosémica en relacion con la funcion
telomérica. Incluso se ha sugerido que las proteinas de union a telomeros
podrian ser factores de reparacion del ADN, cuya funcion consiste en proteger
a las secuencias teloméricas, o bien que los telomeros podrian actuar como
reservorio de proteinas de reparacion del ADN (Martin et al., 1999; revisado

por De Lange, 2004).

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, en el presente trabajo, nos

propusimos los siguientes objetivos:

1. Analizar la funcion telomérica en canceres no microciticos
de pulmon (CNMPs) y su relacion con variables clinico-patologicas.
Para ello, se ha investigado la longitud de los telomeros y la actividad de
la telomerasa en un total de 95 muestras tumorales, asi como en sus

correspondientes controles de tejido no tumoral.

2. Estudiar en CNMP la expresion génica de los factores
implicados en la reparacion de dafno en el ADN y su relacion con
variables clinico-patolégicas. Este analisis se llevd a cabo,
inicialmente, con matrices de ADN complementario. Los resultados

obtenidos se corroboraron mediante PCR cuantitativa a tiempo real.

3. Investigar en CNMP la relacion existente entre la funcion
telomérica y los resultados obtenidos a partir del analisis de
expresion de los factores de reparacion del ADN. Se han estudiado
posibles asociaciones entre las variaciones de expresion génica
detectadas y el estatus telomérico, asi como en relacion a la actividad

telomerasa.
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1. CANCER DE PULMON

En el siglo XX la incidencia y mortalidad del cancer de pulmén ha aumentado
dramaticamente en la mayoria de los paises europeos, de tal manera que
puede ser considerado como una de las mayores epidemias de nuestro siglo.
(Janssen-Heijnen et al., 2003). De hecho, el cancer de pulmoén ha sido la
primera causa de muerte entre los varones en el 2002 a nivel mundial y la
segunda entre las mujeres, segun la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) (Figura 1). Seguin datos de 2005 del Centro
Nacional de Epidemiologia, la tendencia en Espana es la misma: considerando
ambos sexos, el cancer que mas muertes causa es el de pulmoén, seguido del
cancer colorrectal, tumores hematologicos, mama, estomago y prostata,
apreciandose una tendencia ascendente en la incidencia de tumores de

pulmon en mujeres (Figura 2).

La Agencia Americana del Cancer (ACS) estimé que, en 2008, el 15% de los
canceres diagnosticados serian de pulmoén. Ademas, teniendo en cuenta todas
las muertes acontecidas como consecuencia del cancer, el 29% de ellas serian
causadas por este tipo tumoral. Es mas, el numero de muertes como
consecuencia del cancer de pulmoén, superaria a las causadas por los canceres

de colon, mama y prostata considerados conjuntamente.

La media de edad de los pacientes diagnosticados es de, aproximadamente,
70 anos, siendo 2 de cada 3 mayores de 65 anos. Menos del 3% de todos los
pacientes que padecen la enfermedad tienen edades inferiores a 45 afos

(ACS).

El principal agente etioloégico responsable del cancer de pulmén es el tabaco,
causante del 90% de los casos en varones y del 55-80% de los casos entre las
mujeres en los paises de mayor incidencia. Para varones, las regiones de
mayor incidencia son Norteamérica, Europa del Este y Rusia. En el caso de las
mujeres, Norteamérica, China y los paises escandinavos. La supresion del
habito tabaquico constituye la principal edida preventiva. Sin embargo, el

riesgo entre los individuos que dejan de fumar continua siendo elevado,
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aunque menor que en los fumadores. Los ex—fumadores representan una gran
proporcion de los pacientes diagnosticados de cancer de pulmén en paises
donde el consumo de tabaco esta disminuyendo, como son E.E.U.U. y Reino
Unido (Carretero, 2005; Brody et al, 2006; ACS, 2007; Hung et al, 2008). Esto
es debido a que la expresion de una gran variedad de genes se altera en las
células epiteliales de los conductos aéreos de los fumadores. Algunos de ellos,
como los genes que codifican para proteinas antioxidantes o implicadas en el
metabolismo de xenobiodticos, recuperan sus niveles de expresion a los 2 anos
de haber abandonado el tabaco, pero la expresion de oncogenes y genes
supresores de tumores permanece alterada durante décadas. Estos genes
pueden ser, en parte, responsables del desarrollo de cancer de pulmoén anos
después de que el paciente haya abandonado el tabaquismo (Spira et al.,

2004; Brody et al, 2006).

INCIDENCIA Y MORTALIDAD POR CANCER EN EL MUNDO EN 2002

HOMBRES MUJERES
PULMON
MAMA
COLORRECTAL
ESTOMAGO
PROSTATA
HIGADO
ESOFAGO
CERVIX Y UTERO
VEJIGA
LINFOMA NO HODGKIN
LEUCEMIA
CAVIDAD ORAL
PANCREAS
RINON
OVARIO

UTERO

40 30 20 10 1] 10 20 30 40
Incidencia . Mortalidad
Figura 1. Incidencia y mortalidad por cancer en el mundo en 2002, segiin datos de la Agencia

Internacional para la Investigaciéon del Cancer (IARC). El eje de abscisas representa el niumero
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MORTALIDAD POR CANCER EN ESPANA EN 2005

HOMBRES MUJERES
PULMON
MAMA
COLORRECTAL
PROSTATA-GINECOLOGICOS
VEJIGA
HEMATOLOGICOS
CAVIDAD ORAL
ESTOMAGO
HIGADO
PANCREAS
LARINGE
ESOFAGO

SNC

RINON

15 10 5 5 10 15

Figura 2. Mortalidad por cancer en Espana en 2005, segiin datos del Centro Nacional de

Epidemiologia. El eje de abscisas representa el nimero de casos por 1.000.

El humo del tabaco contiene alrededor de 4.800 compuestos diferentes, que se
pueden separar en compuestos gaseosos y particulas. Al menos 60 de estos
compuestos son considerados carcinoégenos por la Agencia Internacional para
la Investigacion del Cancer (IARC) en base a evidencias epidemiologicas y

experimentales (Carretero, 2005).

Los compuestos carcinogénicos del tabaco se absorben y son metabolizados en
los individuos fumadores. La respuesta del organismo a los carcinégenos es
similar a la que ocurre durante la exposicion a cualquier xenobi6tico. Muchos
de estos compuestos son de naturaleza lipodfila, cualidad que les permite
atravesar las membranas biolégicas y, por esta misma razon, son dificilmente
eliminables por la principal via de excrecion: la orina. Con objeto de

incrementar esta excrecion, el organismo somete al xenobidtico a una serie de



Antecedentes Bibliograficos

transformaciones encaminadas a aumentar la polaridad de los compuestos.
Diversas enzimas participan en este proceso, destacando la familia citocromo

P450 y la glutation-S-transferasa (Carretero, 2005).

Por un lado, la hidroxilacion activa de los componentes carcinogenos del
tabaco los convierte en especies mas reactivas, capaces de reaccionar con el
ADN, formando aductos con las bases nitrogenadas. Si estos aductos no se
reparan convenientemente, mediante los mecanismos celulares pertinentes,
durante la replicacion del ADN pueden introducirse mutaciones (Carretero,

2005; Brody et al, 2006) (Figura 3).

Medio ambiente y tabaco MUERTE CELULAR

Apoptosis

Activacién metabdlica
Enzimas de fase |

- Intermedios Aductos Dafo
—' reactivos Bmmmd de ADN Bmdl genético

Detoxificacién metabdlica Reparacién
Enzimas de fase Il de ADN
Excrecién ADN normal CANCER

Figura 3. Esquema representativo del metabolismo de los carcinégenos del tabaco.

Por otro lado, la existencia de diferentes polimorfismos en estas enzimas
detoxificadoras explicaria, en parte, las diferentes susceptibilidades
individuales a la accion de los carcinogenos, al igual que ocurre con las
proteinas responsables de la reparacion del ADN (Carretero, 2005;
Brody et al, 2006). De hecho, se ha descrito que una capacidad reducida en la
reparacion del ADN aumenta el riesgo de desarrollar cancer de pulmon

(Wei et al., 2000; Brody et al, 2006). Es mas, una disminuciéon de ésta implica
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un aumento de los aductos de ADN relacionados con el tabaco
(Wei et al., 2000; Vulimiri et al., 2000). Asimismo, una elevada capacidad de
reparacion del ADN puede traer consigo procesos de resistencia a las quimio y
radioterapias dirigidas a inducir dano genético en las células tumorales

(Sanchez-Céspedes, 2003).

También existe una asociacion clara entre la exposicion ocupacional a otras
sustancias (asbestos, radén, berilio, cromo....) y la aparicion de cancer de
pulmoén. Sin embargo, no en todos los casos existe una causa concreta
detectada, ni la presencia de un agente etiologico conlleva siempre la aparicion
de cancer de pulmon. De ahi que solo entre el 10 y el 15% de los fumadores
desarrollen la enfermedad. Estos hechos hacen pensar en la existencia de
efectos aditivos y sinérgicos entre las distintas causas para determinados
casos, asi como en factores de predisposicion y de riesgo para el cancer de

pulmoén (Carretero, 2005).

Tipicamente, el cancer de pulmoén se divide en dos grupos mayoritarios, de
acuerdo a aspectos histologicos y clinicos: canceres microciticos (CMPs) y
canceres no microciticos (CNMPs). Este ultimo grupo, que es el objeto de
nuestro estudio, es el mayoritario, clasificandose como tal el 80-90% de los
tumores pulmonares. Existe un tercer grupo, muy poco comun, que presenta
caracteristicas de ambos tipos y se denomina cancer mixto de célula
pequena/célula grande. Asimismo, hay otros tumores de pulmén muy
minoritarios, como los tumores carcinoides, que crecen lentamente y suelen

curarse por cirugia (ACS).

El cancer no microcitico de pulmén se subdivide, a su vez, en tres tipos, en
funcioén de la histologia del tumor:

* Adenocarcinoma: representa el 40% de los carcinomas no microciticos
diagnosticados en Espana. Suele localizarse en zonas periféricas de los
pulmones, por lo que frecuentemente afecta a la pleura y pared
toracica.

¢ Carcinoma epidermoide o de célula escamosa: es la variedad de cancer

broncopulmonar mas frecuente en Espana. Representa el 50% de los
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carcinomas no microciticos. Suele localizarse en la parte central de los

pulmones. Tiene un crecimiento relativamente lento y es el tipo

histolégico que muestra mayor correlacion con la exposicion a los

carcinogenos del tabaco.

* Carcinoma indiferenciado de célula grande: es el minoritario de los tres,

englobando al 10% de los CNMPs diagnosticados. Puede desarrollarse

en cualquier parte del pulmén y crece y se disemina rapidamente

(AECC, Agencia Espanola Contra el Cancer).

Para poder emitir un juicio sobre el pronostico del enfermo y determinar el

tratamiento mas adecuado, es importante clasificar el tumor, es decir,

determinar en qué fase se encuentra. El sistema que con mayor frecuencia se

emplea para su clasificacion es el TNM. Estas siglas hacen referencia a tres

aspectos del cancer: la T se refiere al tamano y localizacion del tumor, la N a la

afectacion de los ganglios linfaticos y la M a la afectacion o no de otros

organos (Mountain, 1997).

¢ Tamano del tumor (T):

(0]

(0]

TO: no existen evidencias de tumor primario.

TX: el tumor primario no puede ser evaluado o bien ha sido
certificado por la presencia de células malignas en el esputo o
lavado bronquial, pero no visualizado por imagenes o
broncoscopia.

TIS: carcinoma in situ.

T1: tumor inferior a 3 cm en su diametro mayor, rodeado por
pulmén o pleura visceral, sin evidencia broncoscopica de
invasion mas proximal del bronquio lobar.

T2: tumor superior a 3 cm en su diametro mayor o con
compromiso de bronquio principal, alejado de la carina mas de 2
cm, o con invasion de pleura visceral o asociado con atelectasia o
neumonitis obstructiva extendida al hilio pero que no
compromete el pulmén entero.

T3: tumor de cualquier tamano que invade directamente la pared
toracica (incluyendo tumores del sulcus superior), diafragma,

pleura mediastinal, pericardio parietal; también, tumor en
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bronquio principal a una distancia inferior de 2 cm de la carina,
pero sin compromiso de ésta, o atelectasia asociada o neumonitis
obstructiva del pulmén entero.

0 T4: tumor de cualquier tamano que invade el mediastino,
corazon, grandes vasos, traquea, esofago, cuerpos vertebrales o
carina; también, tumor con derrame pleural o pericardico
maligno, o con ganglio(s) tumoral satélite dentro del lobulo
tumoral primario ipsilateral del pulmon.

¢ Ganglios linfaticos (N):

0 NO: no hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales.

0 NX: los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados.

0 N1: metastasis en ganglios linfaticos peribronquial, ipsilateral

y/o hiliar ipsilateral, y compromiso de ganglios intrapulmonares por

extension directa del tumor primario.

0 N2: metastasis de ganglio(s) linfaticos ipsilateral, mediastinal y/o

subcarinales.

0 N3: metastasis de ganglio(s) linfaticos mediastinales

contralaterales, hiliares contralaterales, escalenos ipsilaterales o

contralaterales, o supraclaviculares.

¢ Metastasis a distancia (M):

0 MO: no hay metastasis a distancia.

0 MX: la presencia de metastasis a distancia no puede ser
evaluada.

0 M1: hay metastasis a distancia.

En funcion de estos aspectos, los canceres de pulmén no microciticos se
agrupan en diferentes etapas o estadios, como se refleja en la Tabla 1
(Mountain, 1997). En algunos estudios, se han subclasificado los tumores de
estadios I y II. Los resultados aportados por la Asociacion Internacional para el
Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC) demuestran que no existen diferencias
significativas en la supervivencia de los pacientes al realizar esta division
(Travis et al., 2008). En 2009, se publicara la séptima edicion de la
clasificacion TNM de tumores malignos y la IASLC guiara revisiones sobre el

actual sistema de estadificacion del cancer de pulmén. Las recomendaciones
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se enviaran a distintos organismos internacionales, que las consideraran para

la proxima edicién de los manuales de estadificacion (Schneider, 2008).

ESTADIO DESCRIPCION TNM
I T1/T2 NO MO
. T1/T2 N1 MO
T3 NO MO
T3 N1 MO

IIA
T1/T2/T3 N2 MO

T4 NO/N1/N2 MO
T1/T2/T3/T4 N3 MO

I11B

IV T1/T2/T3/T4 NO/N1/N2 M1

Tabla 1. Sistema internacional de estadificacion TNM para el cancer de

pulmén (Mountain, 1997).

El principal problema del cancer de pulmoén es que la mayoria de los pacientes
afectados presentan un estado avanzado de la enfermedad en el momento del
diagnostico, siendo la tasa de supervivencia a 5 anos inferior al 15%
(Lantuejoul et al., 2005). De hecho, la supervivencia a 5 anos, tras el
diagnéstico, ha cambiado muy poco desde 1974, de manera que la tasa ha
aumentado, tan soélo, del 12.4% al 15% para pacientes diagnosticados entre
1996-2000 (Ries et al, 2004).

El diagnostico temprano del cancer de pulmoén, del que depende el pronostico

del paciente es, a menudo, dificil. Esto, unido a que la quimioterapia para
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casos avanzados tiene beneficios limitados para la supervivencia del paciente,
hace que sea, cada vez mas necesario, el traslado de los descubrimientos de la
patologia molecular del cancer de pulmoén, del laboratorio a la practica clinica
(Noda et al., 2002; Schiller et al., 2002; Sekido et al., 2003). Ademas, los
recientes avances ofrecen la posibilidad de mejorar el diagnostico, tratamiento
y pronostico de los pacientes afectados por esta enfermedad (Meyerson et al.

2004).

1.1 ALTERACIONES MOLECULARES EN CANCER DE
PULMON

Se han descrito polimorfismos en las moléculas implicadas en la detoxificacion
de los carcinogenos del tabaco que se relacionan con un mayor riesgo a
desarrollar cancer de pulmoéon. En concreto, el genotipo homozigoto mutante de
CYPIA1 Mspl y el polimorfismo CYPIAI Ile-Val tienen una asociacion positiva
con el desarrollo de cancer de pulmoén en la poblacién japonesa, pero no en la
caucasica o afroamericana. Asimismo, en poblaciones asiaticas, se ha
determinado que la combinacion de los genotipos CYPIAI Mspl y
polimorfimos en GSTM! implican un mayor riesgo de desarrollar esta
enfermedad. La asociacion en otros grupos poblacionales es cuestionable ya
que su frecuencia es muy baja, tanto en cancer de pulmén, como en la
poblacion sana (Alexandrie et al., 1994; revisado por Kiyohara et al., 2002).
Polimorfismos en el promotor de la enzima mieloperoxidasa causantes de una
disminucién en sus niveles transcripcionales, se han relacionado con un
menor riesgo de desarrollar cancer de pulmon en distintos grupos

poblacionales (revisado por Kiyohara et al., 2002).

Existen numerosas enfermedades causadas por mutaciones en genes de
reparacion del ADN que se caracterizan por una elevada incidencia de cancer,
probablemente por los defectos en la subsanacion del dano genémico. De igual
manera, polimorfismos en algunos de estos genes pueden implicar diferencias
en la capacidad de reparacion del ADN e influir en el riesgo individual a

desarrollar cancer de pulmoén. En general, los individuos con una capacidad
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de reparacion del dano en el ADN reducida tienen mayor riesgo de desarrollar
cancer de pulmoén (Wei et al., 1996; Wei et al., 2000; revisado por Kiyohara et
al., 2002; Brody et al, 2006). La asociacion entre la capacidad de reparacion
del ADN disminuida y este tipo tumoral ha sido significativa para los genes
ERCCS5, ERCC6, XPC y XRCCI, todos ellos implicados en la reparaciéon por
escision de nucledtidos (revisado por Kiyohara et al., 2002). Es mas, de
manera general, ha sido descrito que la disminucién en los niveles de ARN
mensajero de genes de la via de reparacion por escision de nucleoétidos, asi
como la disminucién en su capacidad de reparacion, se asocian a un mayor
riesgo de desarrollar cancer de pulmon (Wei et al., 1996; Cheng et al., 2000;

Wei et al., 2000).

El gen supresor de tumores p53 es una de las moléculas que mas
frecuentemente mutan en cancer (Ara et al., 1990; Hollstein et al., 1991;
revisado por Niklinski et al., 2001). Estas mutaciones alteran su capacidad de
unirse al ADN y de controlar el ciclo celular y la proliferacion (Roy et al., 1994;
revisado por Niklinski et al., 2001). Se han detectado mutaciones en el
40-70% de los canceres microciticos de pulmon y en el 40-60% de los canceres
no microciticos y suelen relacionarse con carcinomas epidermoides, quizas por
la mayor exposicion a los carcinogenos del tabaco de los pacientes que
desarrollan este tipo tumoral. Estas alteraciones pueden detectarse en fases
precoces de la enfermedad. Generalmente, la forma mutante de pS3 tiene una
vida media mas larga que la forma no mutada, por lo que los niveles proteicos
suelen ser elevados en células tumorales (Fujita et al., 1999; revisado por Luiz

de Menezes y Machado, 2005; revisado por Pankiewicz et al., 2007).

La activacion de p21 por p53 inhibe la progresion celular en la fase G1/S'y
evita la fosforilacion de Rb. En CNMP, p21 se encuentra sobre-expresada en el
65-75% de los casos, especialmente en los tumores bien diferenciados, por lo
que su sobre-expresion se ha relacionado con un mejor pronéstico (revisado

por Rom et al., 2000; revisado por Niklinski et al., 2001; Shoji et al., 2002).

Otra molécula supresora de tumores en la que se han descrito alteraciones es

retinoblastoma (Rb). La inactivacion de los dos alelos de Rb se ha detectado en

11
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el 90% de los canceres microciticos de pulmén y en el 15-30% de los no
microciticos (Fong et al., 1999; Burke et al., 2005). En la misma via de
actuacion que Rb se encuentra p16, en la que se han detectado mutaciones en
el 10-40% de los CNMPs. Asimismo, la delecion de p16 o la hipermetilacion de
su promotor, que se ha detectado en el 30-50% de los canceres de pulmon, se
consideran factores de pronéstico desfavorable y son eventos precoces en el
cancer de pulmon (revisado por Rom et al., 2000; revisado por Niklinski et al.,
2001; Cheng et al.,, 2003; revisado por Chorostowska-Wynimko y
Szpechcinski, 2007). Puesto que Rb y pl6 pertenecen a la misma via de
senalizacion, las alteraciones génicas en ellas son excluyentes; esto es, si una
esta alterada, no lo estara la otra. Las alteraciones génicas no son
redundantes en las células cancerigenas (revisado por Sanchez-Céspedes,
2008).

Anormalidades en las vias de pS3 y Rb se han correlacionado con un peor
pronoéstico en pacientes afectados de cancer no microcitico de pulmoén (Steels

et al., 2001; Burke et al., 2005).

El protooncogén K-ras se encuentra mutado en el 20-50% de los
adenocarcinomas. Las mutaciones que afectan a este gen, generalmente,
provocan que K-ras permanezca en un estado constante de activacion y suelen
ocurrir en el codon 12 (revisado por Rom et al., 2000; revisado por Niklinski
et al., 2001; Broermann et al., 2002; Kim et al., 2003; revisado por Luiz de
Menezes y Machado, 2005). Las mutaciones en K-ras se asocian al habito
tabaquico. De hecho, han sido detectadas en biopsias bronquiales de
individuos fumadores sin cancer de pulmén, asi como en el esputo recolectado
antes de la deteccion de la enfermedad, por lo que se ha sugerido que K-ras
podria ser un marcador de pre-malignidad (revisado por Luiz de Menezes y

Machado, 2005).

El gen EGFR aparece mutado, especialmente, en adenocarcinomas de
pacientes no fumadores y se ha considerado relevante el estudio de las
mutaciones que en él acontecen para determinar la respuesta al tratamiento

de inhibidores de la actividad tirosin-quinasa (Lynch et al., 2004; Pacz et al.,
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2004). Los tumores pulmonares con mutaciones en EGFR constituyen una
identidad claramente diferenciada de los adenocarcinomas carentes de estas
alteraciones. La etiologia e histopatologia de los tumores con mutaciones
difiere ampliamente de los tumores sin mutaciones en el gen (Conde et al.
2006). Ademas, se han detectado amplificaciones génicas y sobre-expresion
proteica en tumores pulmonares (Bhattacharjee et al., 2001). La activacion de
este receptor modula a proteinas implicadas en la supervivencia y
proliferacion celular. Las mutaciones en K-ras y EGFR son mutuamente
excluyentes (Lynch et al., 2004; Pacz et al., 2004; Scagliotti et al., 2004; Conde
et al., 2006).

Las amplificaciones de c-myc son un hecho frecuente en cancer microcitico de
pulmon (80-90%), asociandose con una mayor agresividad de la enfermedad,
mientras que en CNMP aparecen tan sé6lo en el 10% de los tumores (Kubokura

et al., 2001).

La sobre-expresion de c-erB-1 es mas frecuente en cancer no microcitico,
especialmente en carcinomas escamosos (65-90%), no correlacionandose con
la prognosis del paciente. c-erB-2 se sobre-expresa en el 25% de los CNMP.
Este gen codifica para una proteina denominada HER-2. En tumores de
estadio IIIB y IV se han detectado niveles elevados de la proteina, lo que se ha
relacionado con un peor pronédstico (revisado por Rom et al., 2000; revisado
por Niklinski et al., 2001; Micke et al., 2001; revisado por Luiz de Menezes y
Machado, 2005).

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) estimula el crecimiento de
células epiteliales y estimula la mitosis del epitelio bronquial y de las células
alveolares de tipo II. Ademas, media en la angiogénesis, movilidad celular e
invasion. Se expresa en la mayoria de los canceres no microciticos, lo que se
relaciona con un peor pronoéstico, y ocasionalmente en canceres microciticos

(Siegfried et al., 1997a).

La ciclina D1 esta implicada, también, en la tumorigénesis pulmonar y se

encuentra sobre-expresada en el 25-47% de los CNMPs (Fong et al., 1999). De
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hecho, se ha descrito que esta sobre-expresion ocurre en lesiones previas al
desarrollo del proceso invasivo y que se correlaciona con tumores poco
diferenciados y con metastasis en nodulos linfaticos (Betticher et al., 1996;

Brambilla et al., 1999).

La presencia de actividad telomerasa es otra de las caracteristicas de la
mayoria de los tumores. Mas adelante se revisa esta enzima, sus funciones y

su implicacion en el proceso tumorigénico.

El péptido de liberacion de gastrina (GRP) se expresa en el 20-60% de los

canceres microciticos y rara vez en CNMP (Siegfried et al., 1997D).

TFG-B promueve la inflamaciéon pulmonar y puede unirse a las integrinas que
se expresan en las células tumorales. Este factor inhibe el ciclo celular en la
fase G1/S e induce la expresion de p21 y c-myc (Hasegawa et al., 2001; Shoji
et al., 2002). Ademas, afecta a la angiogénesis y participa en la progresion
tumoral del CNMP, actuando como un factor pronoéstico de supervivencia
independiente en los adenocarcinomas (revisado por Rom et al., 2000;

revisado por Niklinski et al., 2001).

El factor antiapoptotico Bcl-2 se expresa con mayor frecuencia en CMP que en
CNMP (75-95% frente a 10-35% de los casos) (Grossi et al., 2003; Shibata et
al., 2004). Ademas de la inhibicion de la apoptosis, las células tumorales
requieren de factores angiogénicos que promuevan la proliferacion y migracion
de células epiteliales. Entre estos, destaca el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF). Su expresion aumenta en canceres de pulmén con
metastasis y se ha considerado como indicador pronostico en pacientes
afectados de cancer de pulmén. Se ha descrito que la expresiéon elevada de
VEGF, p53, Rb y Bcl-2 puede afectar a la resistencia quimioterapica (Ludovini
et al., 2004).

Algunas regiones cromosomicas tienden a delecionarse en cancer de pulmoén,

como 3p, 9p y 17p. También se han descrito ganancias cromosomicas (El-Zein
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et al., 2000; revisado por Rom et al., 2000; revisado por Niklinski et al., 2001;
Wistuba et al., 2001; revisado por Huber y Stratakis, 2004).

En la Tabla 2 se resumen los principales marcadores moleculares encontrados

en cancer de pulmoén.

PRINCIPALES ALTERACIONES MOLECULARES EN CANCER DE PULMON

Genes supresores de tumores p53, p21, Rb, pl6

Protoonocogenes K-ras, EGFR, c-myc, c-erB-1y 2, HGF,
HER-2, ciclina D1

Telomerasa hTERT
Factores de crecimiento GRP/BN, TFG-$
Apoptosis y angiogénesis Bcl-2, VEGF
Anormalidades genéticas LOH en 3p

Tabla 2. Principales alteraciones moleculares en cancer de pulmoén.

1.1.1 PERDIDAS DE HETEROZIGOSIDAD (LOHs) EN 3P

Las pérdidas de heterozigosidad en el brazo corto del cromosoma 3 es un
hecho comun en el cancer de pulmoén, de manera que en esta region podrian
estar localizados genes supresores de tumores. LOHs en 3p han sido
detectados en la mayoria de canceres microciticos de pulmoén, asi como en el
75% de los casos de cancer no microcitico (Kok et al., 1997; Sekido et al.,
1998; Cuthbert et al., 1999; Zabarovsky et al., 2002). Distintas regiones en 3p
muestran pérdidas alélicas: 3p25-26, 3p21-22, 3pl4 y 3pl2-13, siendo este

hecho considerado como el evento mas frecuente y temprano en el desarrollo
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de cancer de pulmoén. De hecho, estas alteraciones se han encontrado en el
epitelio normal bronquial, no s6lo de pacientes con cancer de pulmoén, sino
también de fumadores que no han desarrollado esta patologia, precediendo a
cambios histologicos. Por tanto, parece que las deleciones en 3p y, en
concreto, en 3p21, son inducidas por los carcinégenos del tabaco (Hibi et al.,
1992; Sundaresan et al., 1992; Hung et al., 1995; Mao et al., 1997; Wistuba et
al., 1997; Sozzi, 1998; Wistuba et al., 1999; Lerman y Minna, 2000; Hirao et
al., 2001; Wistuba et al., 2001; Zabarovsky et al., 2001; Minna et al., 2002;
Sasatomi et al., 2002; Sekido et al., 2003). De las cuatro regiones con alta tasa
de pérdida alélica, una extension de 600 Kb en 3p21.3, es la que presenta
mayor tendencia a delecionarse en el epitelio no tumoral y tumoral de
pacientes con cancer de pulmoén y en individuos fumadores pero no enfermos,
lo que indica que contiene genes implicados en el desarrollo tumorigénico
(Lerman y Minna, 2000; Wistuba et al., 2000; Zochbauer-Muller et al., 2002;
revisado por Angeloni, 2007).

Estas alteraciones en 3p, si bien no en un porcentaje tan alto como en CNMP,
se han encontrado, también, en otros tipos tumorales, como mama, cabeza y
cuello, lengua, ovario, cérvix/utero, esofago, vejiga, vesicula biliar, cancer
colorrectal, pancreatico, renal y hepatico (Petursdottir et al., 2004; revisado
por Ji et al., 2005; Hu et al., 2006; revisado por Angeloni, 2007; revisado por
Kost-Almilova e Imreh, 2007; Asakawa et al., 2008).
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2. TELOMEROS

Hermann Muller fue el primero en describir, en su estudio sobre la mosca de
la fruta Drosophila melanogaster, a los telomeros (Muller, 1938). El término
“telomero” proviene de las palabras griegas telos, que significa “fin”, y meros,
cuyo significado es “parte”. Muller acuni6 este término basandose en la funcion
protectora que tienen los telomeros en la parte final de los cromosomas
lineales (revisado por Bailey y Goodwin, 2004) (Figura 4). La conexion entre la
funcion telomérica y la estabilidad genémica fue descrita por primera vez en
un trabajo de McClintock (1941), del cual se desprende que los teléomeros
protegen los extremos de los cromosomas y mantienen su integridad
estructural. Por lo tanto, los telomeros se convirtieron en uno de los primeros
mecanismos celulares reconocidos implicados en la estabilidad genomica

(revisado por Bailey y Goodwin, 2004).

Figura 4. Extremos cromosdomicos de células en metafase. Los cromosomas, en azul, estan
tefiidos con DAPI (diclorohidrato de 4',6-diamino-2-fenilindol) y los telomeros han sido
hibridados con una sonda fluorescente (amarilla) especifica de secuencias teloméricas
(Hodes et al., 2002).

El ADN telomérico consiste en repeticiones en tandem de secuencias
nucleotidicas cortas, ricas en residuos de guanina. Aunque todos los

telomeros de un mismo genoma presentan las mismas repeticiones, éstas
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varian entre las distintas especies (De Lange et al., 1990). No obstante, es
notable la gran conservacion que existe en las repeticiones teloméricas de
especies tan distantes en la evolucion como vertebrados, plantas y protozoos,
lo que implica una conservacion de sus funciones para proteger los extremos

cromosoémicos (Bearss et al., 2000; Chan y Blackburn, 2002).

En vertebrados, el ADN telomérico esta formado por pequenos fragmentos de 6
nucleotidos repetidos en tandem, siendo la secuencia 5-(TTAGGG)»-3’y, en
humanos, tiene una longitud de entre 5y 15 Kb (Moyzis et al, 1988; Allshire et
al, 1989; Cross et al 1989; revisado por Hug y Lingner, 2006).

Estudios llevados a cabo en linfocitos de sangre periférica de gemelos
monozigotos, dizigotos e individuos no emparentados, revelan que la
distribuciéon de la longitud de los telomeros esta genéticamente determinada y,
por ello, cromosomas homoélogos tienen distinta longitud telomérica. Es mas,
sugieren que ésta se define en el zigoto y se mantiene de por vida, lo que
podria favorecer la aparicion de alteraciones en la proliferacion o determinadas
patologias ligadas al acortamiento telomérico en zigotos con telomeros
anormalmente acortados. Asimismo, la longitud de las secuencias teloméricas
podria influir, junto a otros factores genéticos, en el riesgo a desarrollar cancer

(Graakjaer et al., 2004; Londono-Vallejo, 2004).

Varios grupos han encontrado correlaciones significativas entre la longitud de
los telomeros en los hijos y la longitud de los telomeros de los padres, pero no
de las madres. Este resultado llevé a los autores a plantear que la longitud de
los telomeros era heredada de los padres (Nordfjall et al., 2005; Unryd et al.,
2005; Njajou et al., 2007). También, se encontré una correlacion positiva y
significativa entre la longitud telomérica y la longevidad de los individuos
analizados (Njajou et al., 2007). Hay estudios que defienden que las mujeres
tienen telomeros mas largos que los hombres, lo que podria explicar por qué
las mujeres tienen una mayor supervivencia (Benetos et al., 2001; Cherif et

al., 2003; Nawrot et al., 2004; Bischoff et al., 2006; Fitzpatrick et al., 2007).
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Por otro lado, se ha comprobado el hecho de que la longitud telomérica es
especifica de cada cromosoma, siendo notable el caso de 17p, cuyos telomeros
son mas cortos que otros en los individuos analizados (Martens et al., 1998;

Britt-Compton et al., 2006).

Se ha descrito, también, que variaciones en la tasa de recambio celular
inducidas por los diferentes estilos de vida o estados patologicos, determinan
la diferente longitud telomérica entre distintos individuos (Jeanclos et al.,
2000; Benetos et al., 2004; Valdes et al., 2005; Cherkas et al., 2006; Huda et
al., 2007).

Estudios realizados en ratones demostraron que los telomeros mas largos se
localizan, en aquellos tejidos estudiados, en los nichos de células madre, de
manera que éstos se van acortando progresivamente a medida que las células
madre se movilizan a nichos adyacentes. Las secuencias teloméricas mas
cortas se detectaron en las capas mas diferenciadas, de acuerdo a la historia
proliferativa y de diferenciacion. Asimismo, el proceso de envejecimiento
conlleva un acortamiento de la longitud de los telomeros en todos los

compartimentos, incluidos los nichos de células madre (Flores et al., 2008).

Adyacentes a los telomeros se encuentran unas secuencias, a menudo
repetitivas, con gran variabilidad denominadas regiones subteloméricas
(Louis, 1995; Riethman, 2008). Se ha descrito que estan implicadas en la
regulacion de la longitud y estructura telomeéricas, asi como en la expresion de

genes cercanos (revisado por McCord y Broccoli, 2008).

Si bien se creia que los teléomeros estaban constituidos por secuencias no
codificantes, estudios llevados a cabo en la linea celular de cancer de cérvix
HeLa, han demostrado que las secuencias teloméricas no son
transcripcionalmente silentes. Mediante Northern-blot y usando sondas
complementarias a la secuencia 5-UUAGGG-3’, se ha detectado ARN de
tamanos comprendidos entre las 100 pares de bases y las 9 kilobases (TERRA,
Telomeric Repeat-containing RNA). La transcripcion de ARN comienza en la

region subtelomérica y estas moléculas forman foci colocalizandose con Rapl,
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lo que indica que forman parte de la heterocromatina telomérica (Azzalin et al.,
2007). La fuerte induccion de la transcripcion de TERRA en levaduras produjo
acortamiento telomérico e inhibicion de TPE (Telomere Position Effect), esto es,
inhibicion del silenciamiento de genes mediado por la estructura
heterocromatinica de los telomeros, lo que sugiere que estas secuencias
pueden estar implicadas en la regulacion epigenética de los extremos

cromosomicos (Sandell et al., 1994; Azzalin et al., 2007).

2.1 ESTRUCTURA DE LOS TELOMEROS

Los telomeros son estructuras nucleoproteicas especializadas que protegen los
extremos de los cromosomas lineales eucarioticos de los mecanismos de
reparacion del ADN y de la degradacion (Chan y Blackburn, 2002). Son
esenciales para el mantenimiento de la estructura y funcion de los

cromosomas y para la viabilidad celular.

A las secuencias teloméricas estan unidas una serie de proteinas que forman
el denominado complejo shelterin. Estas, que comenzaron a identificarse a
partir de 1995, presentan las caracteristicas de localizarse sélo en los
extremos cromosoOmicos, estar presentes en ellos a lo largo de todo el ciclo
celular y de tener una funcién en la célula limitada a los teléomeros. El
complejo shelterin esta constituido por las siguientes moléculas: TRF1, TRF2,

POT1, Rap1, TPP1 y TIN2 (De Lange, 2002; revisado por De Lange, 2005).

Ademas del complejo shelterin, existen otras proteinas que forman parte de la
estructura telomérica, si bien su funciéon no esta limitada a los extremos

cromosomicos (De Lange, 2002; revisado por De Lange, 2005).

Los teléomeros terminan, en su extremo 3°, en una hebra sencilla rica en
guanina y de una longitud de unos 30-110 nucleétidos, que ha permanecido
conservada en todos los organismos eucariotas, y que se retrae, invaginandose
en la doble cadena de repeticiones teloméricas, para formar un T-loop

estabilizado por las proteinas teloméricas (Chai et al. 2006a). De esta manera,
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se constituye una estructura de tres hebras (van Steensel et al.,, 1998;
Griffith et al., 1999; De Lange, 2004) (Figura 5). La pérdida de ésta es letal
para la célula, pues el telomero quedaria desprotegido, convirtiéndose en una
estructura lineal que podria ser reconocida por los mecanismos de reparacion
del ADN, como si de una rotura de doble hebra se tratase, lo que activaria
fusiones cromosomicas y, finalmente, llevaria a la inestabilidad genoémica.
Esta estructura también esta implicada en la regulacion de la enzima
telomerasa, responsable de la sintesis de repeticiones teloméricas de novo,
pues inhibe la elongacion telomérica en cis (Van Steensel y De Lange, 1997;
Blackburn, 2001; Ancelin et al., 2002; Sherr, 2004; Smogorzewska y
De Lange, 2004; Baumgartner y Lundblad, 2005; revisado por De Lange,
2005).
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Figura 5. Representacion esquematica del T-loop y de las proteinas teloméricas que
colaboran en el mantenimiento de la estructura de los telomeros

(Stewart y Weinberg, 2006).

Recientemente ha sido establecida una correlacion positiva entre la longitud
de los telomeros y la longitud de la hebra sencilla rica en guanina. También,
en investigaciones llevadas a cabo en lineas celulares tumorales y normales,
se ha determinado que esta hebra es significativamente mas corta en las
lineas celulares tumorales que en las normales (Lee et al., 2008). Trabajos

llevados a cabo por el mismo grupo, senalan que la longitud de la hebra rica
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en guanina es mas larga en células embrionarias, lo que confirmaria la

correlacion negativa encontrada entre ésta y la edad.

Se ha postulado que los telomeros muestran tres estados a lo largo del ciclo
celular, cambiando de manera dependiente del ciclo, para limitar el acceso de
la enzima telomerasa a los telomeros durante la fase S. El paso del estado en
que el telomero se encuentra formando el T-loop (non-extendible state) al
estado en el que se encuentra en estado lineal (extendible state) es
dependiente de la longitud telomérica. Es decir, durante la fase de replicacion
del ADN por la enzima ADN polimerasa, los telomeros pierden la estructura de
loop, manteniéndose asi durante mayor tiempo aquellos telomeros con un
menor numero de repeticiones teloméricas. El tercer estado (extending state)
seria dependiente de la concentracién de enzima telomerasa, de manera que si
la concentracion de ésta es baja, elongara, principalmente, los telomeros mas
cortos. Por tanto, todos los telomeros, independientemente de su longitud,
estarian accesibles a la enzima telomerasa durante un breve periodo de
tiempo, tras la replicacion, pero la telomerasa se une a los telomeros mas
cortos con mayor probabilidad, pues permanecen mas tiempo en estado lineal.
Esta hipotesis afirma que la funciéon de T-loop no es evitar la elongacion de los
telomeros por la enzima telomerasa, sino favorecer la extension de los
telomeros mas cortos cuando la concentracion de enzima esta limitada

(Cristofari y Lingner, 2006; revisado por Hug y Lingner, 2006) (Figura 6).

Telémero no linealizado Telémero linealizado Extension por la enzima telomerasa

Telomero largo  /JRINOVNINARD

Telomero corto W

Figura 6. Modelo de los tres estados en los que se encuentran los telomeros a lo largo del

ciclo celular (adaptado de Hug y Lingner, 2006).
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2.1.1 PROTEINAS DEL COMPLEJO SHELTERIN

La principal funcién del complejo shelterin es proteger a los telomeros, tanto
de posibles degradaciones, como de fusiones entre extremos de diferentes
cromosomas (revisado por De Lange, 2005; revisado por Hug y Lingner, 20006).
Este complejo determina la estructura telomérica, la formacion del T-loop y la
sintesis del ADN telomérico por la enzima telomerasa. Algunas de las
proteinas de este complejo (TRF1, TRF2, POT1 y Rapl) han sido identificadas
en organismos inferiores, mientras que otras sé6lo se encuentran en

vertebrados (TIN2 y TPP1) (revisado por De Lange, 2005).

TRF1 y TRF2 (Telomeric Repeat binding Factor 1 y 2, respectivamente) se unen
especificamente al ADN telomérico como homodimeros, mediante un dominio
de union al ADN de tipo Myb localizado en el extremo C-terminal (Broccoli et

al., 1997; Bianchi et al., 1999; Court et al., 2005; Hanaoka et al., 2005).

En células tumorales humanas, la inhibicién de TRF1 da lugar a la elongacion
de los telomeros, mientras que su sobre-expresion causa acortamiento
telomérico, no viéndose afectada la actividad telomerasa. Estos experimentos
llevaron a concluir que TRF1 actia como un regulador negativo del
mantenimiento telomérico en cis, evitando que la telomerasa alcance a los

telomeros (Van Steensel y De Lange, 1997; Ancelin et al., 2002).

TRF2 cataliza la formacion del T-loop y suprime la actividad ATM kinasa, lo
que inhibe el proceso de recombinacion no homologa a nivel telomérico, y la
apoptosis mediada por ATM y p53 (Van Steensel et al., 1998; Karlseder et al.
1999; Stansel et al. 2001; De Lange, 2002; Smogorzewsa et al., 2002;
Karlseder et al. 2004; Verdun et al., 2005). TRF2 se une a ATM en un residuo
que evita la autofosforilacion de ésta y, por tanto, el que se desencadene la
respuesta a dano en el ADN (Karlseder et al. 1999; Bakkenist y Kastan, 2003;
Karlseder et al., 2004; Bradshaw et al., 2005; Jacobs y De Lange, 2005). Por
otro lado, TRF2 también es capaz de inhibir la recombinacion homologa y, de
esta manera, las fusiones teloméricas (revisado por Cesare y Reddel, 2008;

revisado por Longhese, 2008).
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Al igual que en el caso de TRF1, la sobre-expresion de TRF2 también esta
relacionada con el acortamiento telomérico, tanto en presencia como en
ausencia de la enzima telomerasa. Estudios llevados a cabo en ratones que
sobre-expresaban esta proteina, demostraron que TRF2 interacciona con la
nucleasa XPF, lo que llevaria a un aumento de su actividad, y a una
degradacion del ADN telomérico (Ancelin et al., 2002; Munoz et al., 2007).
Asimismo, también en ratones, se ha descrito que TRF2 es un potente factor
oncogénico que, junto con la deficiencia en la enzima telomerasa y el
acortamiento telomérico, acelera la carcinogénesis epitelial y genera
inestabilidad cromosomica. Esta situacion, asi como la deficiencia en pS3, son
las Unicas conocidas en las que la disfuncion telomérica, en ausencia de
telomerasa, no actia como un mecanismo supresor de tumores, sino que, por

el contrario, acelera la carcinogénesis (Blanco et al., 2007).

TRF2 esta implicada en la reparacion de dano en el ADN. La induccion de
rotura de la doble hebra provoca la fosforilacion de TRF2 por ATM, lo que
conlleva su separacion de los telomeros, probablemente por la pérdida de
dimerizacion, y colocalizacion con el ADN danado. Si el dano tiene lugar en los
extremos cromosomicos, TRF2 fosforilada se localiza en ellos. En este caso, la
union al ADN telomérico estaria mediada por otra(s) proteina(s) que son
reclutadas al lugar del dano, siendo la funcion de TRF2 fosforilada promover
la llegada de proteinas implicadas en la reparacion de dano en el ADN y
favorecer y/o evitar interacciones con otras proteinas del complejo shelterin
(Bradshaw et al., 2005; Tanaka et al., 2005a). Williams et al. (2007)
encontraron resultados semejantes, si bien afirman que TRF2 no tiene un
papel biologico relevante en la respuesta al dano exégeno en el ADN. Esta
nueva funciéon de TRF2 contradice el que las proteinas del complejo shelterin

tengan una funcion limitada a los telomeros y so6lo se localicen en ellos.

POT1 (Protection Of Telomere protein 1) se une a la hebra sencilla de ADN en el
extremo 3’ a través de un dominio OB, en su extremo N-terminal, y al ADN
telomérico de cadena doble a través de su interacciéon con TRF1 y TRF2,
colaborando con TRF2 en el mantenimiento del T-loop (Loayza y De Lange,

2003; Ye et al.,, 2004b; Yang et al., 2005). Se ha sugerido que POT1 esta
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implicada en la generacion del extremo 5’ del ADN telomérico. Asimismo,
también juega un papel muy importante en la regulacion de la longitud
telomérica por la enzima telomerasa, pues su no uniéon a la hebra sencilla rica
en guanina desencadena la pérdida de control de la longitud de los telémeros,
de manera que la telomerasa puede acceder a ellos, lo que da lugar a

telomeros muy elongados (Loayza y De lange, 2003).

La union de POT1 a la hebra sencilla rica en guanina evita, también, que ésta
active la respuesta a dano en el ADN. Estudios en los que la proteina habia
sido eliminada de los extremos cromosémicos provocaron una desproteccion
de los telomeros, activacion de los mecanismos de reparacion del ADN,
reduccion de la longitud de la hebra sencilla y, finalmente, apoptosis o
senescencia dependientes de pS3 y retinoblastoma (Hockemeyer et al., 2005;

Yang et al., 2005).

Rapl se asocia a los telomeros mediante TRF2 (revisado por Hug y Lingner,
2006). Participa en el control de la longitud de los telomeros, regulandola
negativamente de una manera dependiente de telomerasa. Su sobre-expresion
en células humanas con actividad telomerasa produce acortamiento
telomérico, si bien la proteina truncada causa el efecto contrario, quiza porque
actia como alelo dominante negativo. Asimismo, también esta implicada en el
reclutamiento de proteinas hacia los extremos cromosomicos (Li y De Lange,

2003; revisado por Smogorzewska y De Lange, 2004).

TPP1 se une a TRF1 y TRF2 mediante otra proteina del complejo shelterin:
TIN2. Ademas, se une a POT1, reclutandola hacia la doble hebra telomérica
(Houghtalin et al., 2004; Liu D et al., 2004a; Ye et al., 2004a; revisado por Hug
y Lingner, 2006). La supresion de TPP1, mediante ARN de interferencia, o la
pérdida de interaccion entre TPP1 y POT1 da lugar a un alargamiento
telomérico, asi como a una pérdida de la senal de POT1 en los extremos

cromosoémicos (Liu D et al., 2004b; Ye et al., 2004Db).

TIN2, a parte de unir a TPP1 con TRF1 y TRF2, protege a TRF1 de las

modificaciones que puede sufrir por las enzimas tankinrasas, que evitarian su
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union al ADN telomérico, y contribuye a la estabilizacion de la union de TRF2
al ADN telomérico. En humanos, la disminucién en los niveles de TIN2 o la
expresion de alelos mutantes que no se unian a TRF1 ni a TRF2, dio lugar a
elongaciones teloméricas (Houghtalin et al., 2004; Kim et al., 2004; Liu D et

al., 2004b; Ye et al., 2004b).

TIN2, ademas, se colocaliza con dominios heterocromatinicos no teloméricos,
lo que indicaria su posible implicacion en el ensamblaje de la heterocromatina
(Kaminker et al., 2005). De nuevo, parece que las proteinas del complejo

shelterin pueden tener funciones independientes de la homeostasis telomérica.

2.1.2 OTRAS PROTEINAS TELOMERICAS

PinX1 (Pin2 interacting protein XI1) regula negativamente la actividad
telomerasa in vivo, inhibiéndola y causando acortamiento telomérico (Zhou et
al., 2001). Es capaz de interaccionar directamente con hTERT y hTR, las
subunidades catalitica y reguladora, respectivamente, de telomerasa in vitro,
de manera que parece que su funcion inhibitoria de telomerasa es mediante la
union al complejo hTERT/hTR (Banik et al., 2004; revisado por Raynaud et
al., 2008).

El complejo ADN-PK, implicado en la recombinaciéon no homodloga y
constituido por la subunidad catalitica ADN-PKc y las subunidades
reguladoras Ku70/80, esta asociado con distintas proteinas del complejo
shelterin. Las proteinas Ku pueden, ademas, unirse directamente al ADN
telomérico. En ratones se ha descrito que la deficiencia en Ku86 o
ADN-PKc aumenta las fusiones entre los extremos teloméricos, lo que sugiere
que su funcion no se limita a la recombinacion no homologa. La delecion de
Ku70 conlleva un aumento de recombinaciones teloméricas entre cromatidas
hermanas (TSCE, Telomere Sister Chromatid Exchange), evento caracteristico
de las recombinaciones homoélogas entre los telomeros, lo que indica que Ku70
protege a los extremos cromosomicos de estos procesos (Celli et al., 2006). En

células humanas, la inactivaciéon de un alelo de Ku70/80 causa acortamiento
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telomérico y la de los dos muerte celular, si bien no esta claro si esto se debe
al acortamiento telomérico o a la incapacidad para reparar danos en el ADN
(Bailey et al., 1999; Hsu et al., 2000; Samper et al., 2000; D’Adda di Fagagna
et al., 2001; Gilley et al., 2001; Goytisolo et al., 2001; Li et al., 2002; Myung et
al., 2004).

El tratamiento de células humanas con inhibidores de ADN-PKc resulto, al
igual que en ratones, en un aumento de la fusiones cromosomicas y se ha
sugerido que esta proteina esta implicada en la proteccion del telomero
post-replicacion (Bailey et al., 2004). Células de ratones doble deficientes en
ADN-PKc y telomerasa acortaban, de manera acelerada, la longitud de los
teléomeros, lo que llevo a postular que existian interacciones funcionales entre
ADN-PKc y la enzima telomerasa para regular la longitud telomérica (Espejel

et al., 2002).

La nucleasa ERCC1/XPF, que participa en la reparaciéon por escision de
nucleodtidos, esta implicada en la formacion de la hebra sencilla rica en
guanina, tras el dano en el ADN telomérico. Se ha sugerido que el complejo
shelterin podria emplear esta enzima para bloquear la posible recombinacion
entre telomeros mediada por la recombinacion no homaéloga (Zhu et al., 2003;
revisado por De lange, 2005). Asimismo, también se ha sugerido su posible
implicacion en facilitar el acceso de la maquinaria de replicacion durante la

fase S (revisado por Stewart y Weinberg, 20006).

Las RecQ helicasas con actividad 3’ exonucleasa WRN y BLM, interaccionan
con TRF2, lo que estimula su actividad. Experimentos llevados a cabo in vitro
relacionan a estas proteinas con la formacion de la estructura T-loop y la
degradacion del extremo 3’ (Opresko et al., 2002; Machwe et al., 2004).
Mutaciones en los genes que las codifican producen los sindromes progeroides
de Werner y Bloom, respectivamente, caracterizados por un rapido
acortamiento telomérico, predisposicion al cancer, envejecimiento prematuro y
una elevada inestabilidad genética (Ellis et al., 1995; Yu et al.,, 1996;
Mohaghegh y Hickson, 2001; Bohr, 2002; revisado por Oakley y Hickson,
2002).
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El papel de WRN en los telomeros esta mas definido que el de BLM. WRN es
indispensable para la replicacion de los telomeros, estando implicada en la
sintesis de la hebra retardada (Crabbe et al., 2004). De hecho, WRN se localiza
en los telomeros so6lo en la fase S, pudiendo, ademas, participar en la
resolucion de estructuras complejas que podrian interferir con la adecuada

replicacion del ADN telomérico (revisado por Stewart y Weinberg, 20006).

El complejo MRN esta integrado por tres proteinas: Mrell, Rad50 y Nbsl y
esta implicado en la recombinaciéon no homoéloga. Se encuentra unido al ADN
telomérico a través de TRF2. La disminucion en los niveles de este complejo
da lugar a un acortamiento de la hebra sencilla rica en guanina sélo en
células con actividad telomerasa. Esto se ha interpretado como que el
complejo MRN esta implicado en el reclutamiento de la enzima hacia los
telomeros (Chai et al., 2006b). Ademas, defectos en MRN se han relacionado
con acortamiento y disfuncion telomérica (revisado por Ayouaz et al., 2008).
Mrell y Rad50 se encuentran presentes en los telomeros a lo largo de todo el
ciclo celular, mientras que Nbsl es reclutada por TRF2 hacia los extremos
cromosomicos en fase S, lo que sugiere que puede estar implicada en la
replicacion telomérica (Zhu XD et al., 2000; revisado por Bailey y Murnane,

2006).

El sindrome NBS (Nijmegen Breakage Syndrome) se debe a una mutacion en el
gen Nbsl (Carney et al., 1998) y se caracteriza, entre otros sintomas, por un
acortamiento telomérico acelerado, lo que se traduce en un fenotipo de

envejecimiento prematuro (Digweed et al., 2004).

Las enzimas tankirasas 1 y 2 (TRFlI-interacting, ankyrin-related ADP-ribose
polymerase) son poli ADP-ribosa polimerasas que modifican a TRF1 por
adicion de polimeros de ADP-ribosa, lo que inhibe su capacidad de union al
ADN telomeérico in vitro e in vivo y promueve su degradacion. De esta manera,
se favorece el acceso de la enzima telomerasa a los telomeros. En el caso de
tankirasa 1, la elongacion telomérica dependiente de ella no se ha detectado
en ausencia de actividad telomerasa (Smith et al., 1998; Smith y De Lange,

2000; Kaminker at al., 2001; Seimiya y Smith, 2002; Cook et al., 2002; Chang
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et al., 2003; Smogorzewska y De Lange, 2004; Seimiya et al., 2005). Ademas,
tankirasa 1 esta implicada en la resolucién de los complejos de cohesion
formados entre telomeros hermanos, pues su inhibion, mediante ARN de
interferencia, bloqued la replicacion celular, no produciéndose segregacion
cromosémica durante la anafase (Dynek y Smith, 2004). Resultados
semejantes fueron descritos por otro grupo, si bien la inhibicion de tankirasa
1 caus6 parada en la metafase como consecuencia de la cohesion entre
cromatidas hermanas, mas que entre telomeros hermanos (Chang et al.,

2005).

La proteina ATM esta implicada en la senalizacion de dano en el ADN y en su
reparacion mediante la recombinacion no homologa, asi como en la activacion
de p53, en respuesta al dano genomico. Como se ha descrito anteriormente,
parece estar implicada en la formacion del T-loop, tras su inhibiciéon por TRF2.
ATM se requiere, inicialmente, activa en los telomeros durante la fase G2, de
manera que recluta a Mrell y Nbs1 hacia los extremos cromosémicos. Esto ha
llevado a sugerir que es necesario el reconocimiento de los telomeros como
doble hebra danada, y la activacion de los mecanismos de reparacion
pertinentes, para el adecuado procesamiento y plegamiento de los telomeros

(Verdun et al., 2005; revisado por Stewart y Weinberg, 2006).

Recientemente ha sido descrito que la fosforilacion de TRF1 por ATM, mediada
por el complejo MRN, provoca la disociacion de TRF1 del ADN telomérico y
facilita la elongacion telomérica por parte de la enzima telomerasa (revisado

por Longhese, 2008).

La proteina ATR también se encuentra unida a los telomeros, pero su
ausencia no provoca disfuncion telomérica (Herbig et al., 2004). Algunos
estudios sugieren que se requiere en los extremos cromosémicos antes de que
finalice su replicaciéon, para atraer a componentes de la via de reparacion por
recombinaciéon homoéloga y que tenga lugar la formacion del T-loop (Verdun y

Karlseder, 2006).
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Recientemente se ha descrito que moléculas implicadas en la estructura
cromatinica, como HP1 y SUV39/H1/H2, también estan implicadas en la

regulacion de la longitud telomérica (revisado por Blasco, 2007).

2.2 EL ACORTAMIENTO PROGRESIVO DE LOS
TELOMEROS

Las secuencias teloméricas se acortan progresivamente en las células en cada
ciclo de division, debido a lo que se conoce como el “problema de la replicacion
terminal”: la ADN polimerasa so6lo puede replicar el ADN en direccion 5’ - 3.
Ademas, no puede iniciar la sintesis de una cadena de ADN de novo, ya que
necesita un cebador de ARN de unos 8-12 nucleétidos que proporcione el
extremo 5’ de la nueva hebra. Durante la sintesis discontinua de la cadena
retardada, el cebador mas distal no puede ser reemplazado, con lo que el
extremo 5’ de la hebra retardada se acorta progresivamente en cada ciclo
celular (Watson, 1972; Olovnikov, 1973). Debido a este problema en la
replicacion de los extremos cromosomicos, y a su procesamiento por ciertas
exonucleasas, los telomeros sufren una pérdida neta de 50-200 pb en cada

ronda de division celular (Harley et al., 1990; Sedivy, 1997) (Figura 7).

Se ha descrito que, mientras que el extremo 3’ puede terminar en cualquier
residuo de la secuencia TTAGGG, el extremo 5’ termina en la secuencia
AATCCCAATC en casi todos los cromosomas humanos, indicando que el
proceso nucleolitico esta altamente regulado (Sfeir et al., 2005). Cuando POT1
esta inhibida, se pierde esta homogeneidad, lo que ha llevado a sugerir que
esta proteina esta, de alguna manera, implicada en el proceso nucleolitico de
generacion del extremo 5’ (Hockemeyer et al., 2005). Tras la accion de 5’
exonucleasas sobre el extremo 3’, POT1 se une a éste evitando que exista un
procesamiento posterior del extremo 5’ (revisado por De Lange, 2005)

(Figura 8).
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Replicacién semiconservativa de ADN » 7

Retirada de los cebadores 'y
ligacién entre los fragmentos de Okazaki ¥ 5

Procesamiento del extremo 5

Figura 7. Esquema representativo de la replicacion de los extremos cromosdémicos y del

“problema de la replicacion terminal” (adaptado de Hug y Lingner, 2006).

[m}wmﬂé%m 3: Procesamiento
[AATCCCIn 5° por nucleasas
ss [TTAGGG]n

5" 50-300 nt

POTH

5-TTAGGTTAGGGTTAGGG GGTTAGGG..
3’-AATCCCAATCCCAA .

Figura 8. Generacion del extremo 5’ e implicacion de POT1 en su procesamiento

(adaptado de De Lange, 2005).
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El acortamiento progresivo de los telomeros se ha propuesto como reloj
mitoético, regulandose asi el niumero de veces que las células pueden dividirse
antes de entrar en senescencia o apoptosis, seguin el tipo celular. Este limite,
conocido como limite de Hayflick, llevo a la hipoétesis de que el acortamiento de
los telomeros juega un papel muy importante en el envejecimiento y en la
supresion tumoral (Hayflick, 1976). Realmente, no es el acortamiento
telomérico per se el que limita la vida de la célula, sino la pérdida de la

estructura nucleoproteica de los telomeros (Shay y Wright, 2005).

Los telomeros no soélo se acortan como consecuencia de la replicacion, sino
que el estrés oxidativo, la obesidad, el humo del tabaco, la radiacion
ultravioleta, la alquilacién y los oncogenes también intervienen en el
acortamiento telomérico (revisado por Von Zglinicki, 2002; revisado por
Ayouaz et al.,, 2008). Han sido también propuestas, como causas de
acortamiento telomérico, el fallo en el procesamiento del T-loop o su delecion
por recombinacion homologa (Crabbe et al., 2004; Ding et al., 2004; Wang et
al., 2004). Estudios llevados a cabo en personas infectadas con el virus VIH
demostraron que sus linfocitos T CD8+ tenian los telomeros mas cortos y
menor actividad telomerasa que individuos sanos de la misma edad (Dagarag
et al., 2004; Franzese et al., 2007). Actualmente, factores psicologicos como el
estrés estan siendo estudiados como posibles causas de acortamiento

telomérico acelerado (Epel et al., 2004; revisado por Gilley et al., 2008).

La entrada en senescencia de una célula estd mediada por p33 y
retinoblastoma, siendo necesario que ambos mecanismos fallen
simultaneamente para que la célula sea capaz de evadirla (Shay et al., 1991).
En este caso, el acortamiento telomérico contribuiria a la inestabilidad
genomica, caracteristica de los tumores humanos (Shay y Wright, 2002).
Diversos estudios apoyan el hecho de que la senescencia, ademas de la
apoptosis, bloquea la formacion de tumores (revisado por Stewart y Weinberg,
2006; revisado por Cosme-Blanco y Chang, 2008; revisado por Deng et al.,
2008).
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Si las células consiguen sobrepasar la senescencia, continuan dividiéndose
hasta que los telomeros alcanzan una longitud critica, no pudiendo proteger a
los extremos cromosomicos de la maquinaria que los detectara como rotura de
doble hebra. Cuando esto ocurre, las células entran en una nueva fase,
llamada crisis, que se caracteriza por la existencia de telomeros
extremadamente cortos, fusiones cromosomicas, problemas de segregacion
cromosomica durante la anafase y, finalmente, muerte celular por apoptosis

(Wright y Shay, 1992; Shay y Wright, 2005).

Ocasionalmente, un clon de células (1/107) puede sobrepasar la fase de crisis,
alcanzando la inmortalidad. En estos casos, la longitud de los telomeros se
mantiene, bien por la enzima telomerasa, o mediante un mecanismo

alternativo que se definira mas adelante (Wright y Shay, 1992) (Figura 9).

Por tanto, la inmortalidad debe ser entendida como la evasion de la
senescencia y la pérdida de control del ciclo y los programas de proliferacion
celular, siendo el mantenimiento telomérico esencial para que ésta tenga lugar

(Saretzki, 2003; Pickett et al., 2004).

Estas observaciones indican que la funcion telomérica tiene papeles duales:
induce la senescencia replicativa y promueve la tumorigénesis. Esta funcion
dual puede variar entre los distintos tipos celulares dependiendo de la
expresion de la enzima telomerasa, el nivel de mutaciones inducidas y la
eficiencia/deficiencia de las rutas relacionadas con la reparacion del ADN

(Hande, 2004).
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(ATM, p53, Rb) 7

SENESCENCIA
APOPTOSIS
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Figura 9. Esquema de las posibles vias que seguira una célula tras alcanzar sus telomeros

la longitud critica (adaptado de Carrén y Surrales, 2004).

2.3 OTRAS FUNCIONES DE LOS TELOMEROS

Ademas de proteger los extremos de los cromosomas lineales de ser
reconocidos como ADN danado, evitando degradaciones y recombinaciones,
los telomeros desempenan otras funciones. Participan en la organizacion de la
arquitectura nuclear y desempefian un papel importante en la segregacion
cromosomica durante la mitosis y meiosis, propiciando el alineamiento
correcto de los cromosomas. Se ha observado que mutantes de ADN telomérico
de Tetrahymena tienen graves defectos en la separacion de las cromatidas
hermanas en anafase, lo que se traduce en un bloqueo de la division nuclear y

celular (Kirk et al., 1997). También participan en el apareamiento de
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cromosomas homologos en la profase meidtica y presentan puntos de anclaje

con la matriz nuclear (Luderus et al., 1996).

Como se ha mencionado anteriormente, los telomeros de mamiferos son
capaces de silenciar genes localizados en las zonas adyacentes (TPE), estando
este fenomeno determinado por la longitud de los telomeros y la
hipoacetilacion de histonas. De hecho, TPE aumenta con la elongacion
telomérica, mientras que la hiperacetilacion de histonas, en concreto H3 y H4,
se relaciona con la pérdida de silenciamiento transcripcional (Hecht et al.,
1995; Baur et al., 2001; Koering et al., 2002). Este efecto se cree que es debido
al estado mas compacto de la heterocromatina telomérica, capaz de afectar a
las zonas adyacentes a ella (revisado por Blasco, 2005). El silenciamiento de
genes es un proceso reversible en el que esta implicado, probablemente, el
complejo shelterin, asi como en el estatus epigenético, debido a su capacidad
para regular la longitud de los telomeros. Si bien los efectos biolégicos de TPE
se desconocen, es posible que este fenomeno permita programar ciertos
cambios a medida que las células se dividen y acortan sus telomeros,
conduciendo a unos patrones de expresion génica que podrian afectar a la

funcion de células y tejidos (Shay y Wright, 2005).
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3. TELOMERASA

3.1 ESTRUCTURA Y REGULACION DE LA TELOMERASA

La enzima telomerasa es una transcriptasa reversa que utiliza su componente
ARN como molde para elongar las extensiones 3’ de cadena sencilla de los
extremos cromosomicos, mediante la sintesis de novo de ADN telomérico. La
telomerasa humana esta formada por un complejo minimo compuesto por un
componente ARN o hTR (human Telomerase RNA), que contiene la secuencia
molde para la sintesis de nuevas repeticiones teloméricas, y una subunidad
catalitica con actividad transcriptasa inversa o hTERT (human Telomerase
Reverse Transcriptase) (revisado por Stewart y Weinberg, 2006). La region
molde para la transcripcion inversa, complementaria al ADN telomérico
humano, esta préoxima al extremo 5’y comprende 11 nucleotidos de secuencia
5-CUAACCCUAAC-3’. Mutaciones en esta region alteran la secuencia de las
repeticiones teloméricas anadidas por la enzima (Feng et al., 19935). Existe un
tercer componente, DKC1 (Dyskerin 1), implicado en la estabilidad y
plegamiento de hTR, y en su localizacion nucleolar (Mitchell et al., 1999;

Narayanan et al., 1999; Lukowiak et al., 2001).

Mutaciones en el gen hTR o DKCI producen el sindrome denominado
dyskeratosis congenita, causado por la pérdida de estabilidad de la enzima y el
acortamiento de los teléomeros (Mitchell et al., 1999; Vulliamy et al., 2001;
Vulliamy et al., 2004; revisado por Blasco, 2005). Existen, al menos, dos
enfermedades mas que se relacionan con el acortamiento telomérico
dependiente de mutaciones en genes que codifican para proteinas que forman
parte de la enzima telomerasa: anemia aplasica y fibrosis pulmonar idiopatica
(Yamaguchi et al., 2005; Armanios et al., 2007; Drummond et al., 2007;
Tsakiri et al., 2007).

Se han descrito otras proteinas asociadas a telomerasa: Tepl, p23, Hsp9o0,

NOLA 1/2/3 (Nucleolar protein family A) y hnRNP A1/C/D

(Ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas), si bien estudios bioquimicos y
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genéticos han demostrado que no son indispensables para la actividad de la
enzima (Weinrich et al., 1997; Harrington et al., 1997; Holt et al., 1999; Liu et
al., 2000a; revisado por Raynaud et al., 2008) (Figura 10).

LI

Figura 10. Representacion esquematica de la enzima telomerasa humana. En verde, la
subunidad catalitica, hTERT; en rojo, la subunidad reguladora hTR; en azul, DKC1; en
morado, las proteinas Tepl, p23 y Hsp90; en amarillo, otras proteinas de unién a hTR
(adaptado de Mason et al., 2005).

Inicialmente se pens6 que la enzima telomerasa tenia una localizacion
exclusivamente nuclear. Sin embargo, estudios de diversos grupos han
demostrado que la actividad telomerasa esta fuertemente regulada y que esta
regulacion incluye translocaciones a otros compartimentos celulares. La
mayor parte del tiempo se encuentra en el nucleolo, colocalizandose con los
telomeros so6lo en el momento de la replicacion. También puede situarse en el
citoplasma y en la mitocondria. Es mas, se ha descrito en el extremo
N-terminal de hTERT una secuencia especifica para ser exportada del ntcleo a
la mitocondria (Maser y DePinho, 2002a; Santos et al., 2004; revisado por

Passos et al., 2007; revisado por Bollman, 2008).
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Asimismo, también se pensaba que hTERT se expresaba solo en las células
tumorales, células con alta tasa proliferativa y células germinales. Sin
embargo, se han detectado niveles de la subunidad catalitica de telomerasa en
una gran variedad de células epiteliales e, incluso, en fibroblastos,
concluyéndose que hTERT se expresa especificamente durante la fase S del
ciclo celular, si bien los niveles de expresion son muy bajos, lo que explica el
hecho de que no se detecte actividad telomerasa mediante los ensayos
convencionales. Debido a esta baja tasa de expresion, la telomerasa no es
capaz de elongar los telomeros en las células somaticas normales (Nagao et al.,

2005; revisado por Bollman, 2008).

Se han realizado diversos estudios encaminados a determinar cuales son los
mecanismos reguladores de la actividad telomerasa y de la expresion hTERT.
Un estudio realizado en tumores primarios y lineas celulares humanas
derivadas de tumores, detecto amplificaciones de ATERT en ambos casos
(Zhang et al., 2000). Se postulé que la desmetilacion del promotor podria
regular positivamente la transcripcion de hTERT. La comparacion del estatus
de metilacion del promotor de dicho gen entre lineas celulares con y sin
actividad telomerasa, demostréo que este mecanismo epigenético no controlaba
la expresion de la subunidad catalitica de telomerasa, si bien si debe
considerarse la acetilacion y metilacion de histonas de los promotores de
hTERT y hTR (Devereux et al., 1999; Dessain et al., 2000; revisado por
Horikawa y Barrett, 2003; revisado por Liu L et al., 2004; revisado por Blasco,
2007). Otro hecho a tener en cuenta es la proximidad de hTERT al telomero del
brazo corto del cromosoma 5, lo que implica que su expresion podria estar
regulada por la estructura heterocromatinica de los telomeros, el fenomeno
TPE descrito anteriormente (Baur et al., 2001; revisado por Horikawa y

Barrett, 2003).

Varias moléculas parecen estar implicadas en la regulacion de hTERT,
mediando tanto su activacion como su represion. Algunas de estas moléculas
son: E2F1, c-myc, Madl, p53, moléculas de union a la caja MT, HDAC, pl6,
p21, Notchl, SP1, Menin, RAK, BRIT1, hSIR2 y WT1 (revisado por Ducrest et
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al., 2002; revisado por Horikawa y Barrett, 2003; Lin y Elledge, 2003;
revisado por Liu L et al., 2004; Hashimoto et al., 2008).

Ha sido descrita la existencia de 4 splicings alternativos en hTERT que regulan
la actividad telomerasa. La proteina completa (full lenght) se une a hTR y es
cataliticamente activa. El resto de los transcritos carecen del dominio RT, lo
que implica que la proteina resultante no va a tener actividad
retrotranscriptasa. Se ha propuesto este mecanismo como regulador de la
actividad telomerasa, tanto durante el desarrollo como durante el proceso
oncogénico (Ulaner et al., 1998; Holt et al., 1999; Colgin et al., 2000; Ulaner et
al., 2000; Villa et al., 2001).

3.2 FUNCION DE LA TELOMERASA CON RELACION A LOS
TELOMEROS

Tal y como se ha descrito en el apartado “2.2 El acortamiento progresivo de los
telomeros”, la longitud de las secuencias teloméricas actia como mecanismo
regulador de la vida de las células, de manera que cuando alcanzan una
longitud critica, la célula entra en senescencia replicativa. Estudios llevados a
cabo en fibroblastos, células endoteliales y células epiteliales en fase de
pre-crisis en las que se introdujo ATERT, demostraron que la enzima
telomerasa no so6lo elongaba los telomeros, sino que conferia a estas células
inmortalidad, si bien, por si misma, no causaba transformacién celular
(revisado por Stewart y Weinberg, 2006; Chapman et al., 2008). La telomerasa
evita que los teléomeros alcancen longitudes criticas, protegiéndoles vy
manteniendo la viabilidad celular (revisado por Blasco, 2005). Diversos grupos
han constatado que las células tumorales que sobre-expresan telomerasa
tienen telomeros mas cortos que las células no tumorales, es decir, la enzima
telomerasa mantiene la longitud de las secuencias teloméricas, no alarga los
telomeros. Es mas, estudios llevados a cabo en la levadura S. cereisiae han
demostrado que el numero de repeticiones teloméricas anadidas a los
extremos cromosémicos por telomerasa es independiente de la longitud de los

telomeros, salvo que estén completamente erosionados (Teixeira et al., 2004).
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A diferencia de otras transcriptasas reversas, la telomerasa no es capaz de
copiar largos fragmentos de ARN, sino que s6lo emplea como molde la
pequena region de su componente ARN con lo que la enzima se transloca
repetidamente hacia el extremo terminal del telomero para verificar la sintesis
de las repeticiones teloméricas (Lingner et al., 1997). Tras la actuacién de la
telomerasa, la sintesis de la cadena complementaria, rica en citosina, puede

llevarse a cabo por las ADN polimerasas (Figura 11).

ELONGACION

5" TTAGGGTTA
3" AATCCCAA

hTR

TRANSLOCACION

5" TTAGGGTTAGGG ,
3" AATCCCAA CAAUCCCAAUC 5

hTR

ELONGACION

5" TTAGGGTTAGGG GGTTAG ,
3" AATCCCAA CAAUCCCAAUC 5

hTR

Figura 11. Representacion de la elongacién telomérica por la enzima telomerasa.

Las proteinas del complejo shelterin regulan la elongacion de los telémeros por
la enzima telomerasa. Cuanto mayor es la longitud telomérica, mayor nimero
de proteinas estan unidas a ellos y menor es la probabilidad de que la enzima
acceda a los telomeros. A mayor longitud telomérica, mayor cantidad de POT1
en la hebra sencilla rica en guanina, lo que ayuda a bloquear el acceso de
telomerasa a los extremos cromosomicos (revisado por De Lange, 2005)

(Figura 12).
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Telémero largo Telébmero corto

Telomerasa Telomerasa

Figura 12. Modelo que representa la regulacion de la longitud telomérica por el complejo

shelterin (revisado por De Lange, 2005).

Ademas, como ya se ha mencionado, la elongacion de los telomeros por parte
de la enzima telomerasa es dependiente de la concentracion de ésta, tendiendo
a anadir secuencias teloméricas a los telomeros mas cortos, pues permanecen
durante mas tiempo en un estado extendido, lo que facilita el acceso de la
enzima al extremo cromosomico durante la fase S (Cristofari y Lingner, 2006;
revisado por Hug y Lingner, 2006). También, el estatus epigenético de los
telomeros y regiones subteloméricas podria explicar el hecho de que la
telomerasa elongue, principalmente, los telémeros mas cortos, ya que la
enzima podria reconocer marcadores cromatinicos especificos, asi como tener
un acceso mas facil a las secuencias teloméricas por encontrarse la cromatina
en un estatus mas laxo (Wang et al., 2004; revisado por Blasco, 2005 y 2007;
Blanco et al., 2007).

Mediante estudios de hibridacion in situ en células tumorales, se ha detectado
hTR en los cuerpos de Cajal, estructuras dinamicas nucleares implicadas en
la biogénesis de pequenias RNPs, a lo largo de la mayor parte del ciclo celular.
hTERT se encuentra, por el contrario, en foci de composicion desconocida en
el nucleoplasma (Tomlinson et al., 2006). Al inicio de la fase S, los cuerpos de
Cajal que contienen hTR, se localizan en la periferia del ntcleo, mientras que
hTERT lo hace en el nucleolo. Durante la fase S, ambas subunidades de la
telomerasa se aproximan, formando foci adyacentes a los cuerpos de Cajal.

Estas tres estructuras se han encontrado asociadas a los telomeros durante la
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fase S, durando esta asociacion 30 minutos, pues si bien no se requiere que
hTR colocalice con los cuerpos de Cajal para su ensamblaje con hTERT, si es
necesario para que la telomerasa actue sobre los telomeros (Jady et al., 2006;
Cristofari et al., 2007). Los experimentos sugieren que la enzima telomerasa se
ensambla de manera dependiente del ciclo celular, siendo también
dependiente del ciclo su unién a los telomeros (revisado por Hug y Lingner,

2006) (Figura 13).

hTR

TELOMERASA

3
hTERT CUERPO DE CAJAL TELOMEROS (fase S)

Figura 13. Modelo esquematico de la localizacion de la enzima telomerasa en los cuerpos

de Cajal y en los telomeros (adaptado de Tomlinson et al., 2008).

Estudios llevados a cabo en células sanas revelaron que hTR no se acumulaba
en los cuerpos de Cajal, ni en los telomeros, sino que se encontraba repartida
de manera difusa en el nucleoplasma (Zhu et al., 2004). Se requiere la
presencia de hTERT para que hTR colocalice con los cuerpos de Cajal y con los

telomeros durante la fase S (Tomlinson et al., 2008).

3.3 OTRAS FUNCIONES DE LA TELOMERASA

La enzima telomerasa tiene otras funciones en la célula, aparte de la
consabida sobre las secuencias teloméricas. Estas pueden ser dependientes o

independientes de la actividad catalitica (Tabla 3).

42



Antecedentes Bibliograficos

DEPENDENCIA DE LA

FUNCION .
ACTIVIDAD CATALITICA
Elongacién telomérica Dependiente
Mejora de la capacidad de reparacion del ADN Dependiente
Promocion del crecimiento celular Dependiente
Modulacién de la funcién mitocondrial bajo Dependiente

condiciones de estrés oxidativo

Inhibicién de la apoptosis Independiente

Promocion de la proliferacion de células madre Independiente

Supresion de los puntos de control de dafio en

el ADN

Funcion extra-telomérica de hTR

Tabla 3. Funciones de la enzima telomerasa y su posible dependencia de la actividad

catalitica de la enzima (revisado por Bollman, 2008).

La implicacion de la enzima telomerasa en la reparacion del ADN esta mediada
por hTERT. Fibroblastos en los que se suprimié la actividad enzimatica
mostraron alteraciones en la reparaciéon del ADN. Asimismo, mutaciones en
hTERT que evitaban la elongacion de los telomeros por parte de la telomerasa,
pero no la actividad catalitica, mantenian la capacidad de reparacion,
mientras que la expresion de una forma mutante de hTERT cataliticamente
inactiva, también daba lugar a alteraciones en la reparacion del ADN en los
fibroblastos transfectados. La regulacion de la maquinaria implicada en la
reparacion del ADN por la enzima telomerasa es debida a los efectos de hTERT
sobre la cromatina, pues es capaz de alterar su configuracion, de manera que
adquiera un estado que inhiba la activacion de los mecanismos de reparacion

(Masutomi et al., 2005).
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hTERT induce la expresion de proteinas relacionadas con el crecimiento
celular, como EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), e interfiere con la via
de senalizacion de TGF-f, pues afecta a la expresion de genes de esta via, en
fibroblastos de ratones (Smith et al., 2003; Geserick et al.,, 20006).
Recientemente, estudios llevados a cabo en fibroblastos de ratéon, con y sin
actividad telomerasa, han demostrado que la falta de actividad telomerasa se
relaciona con una disminucién en los niveles de catalasa, tanto de ARN
mensajero, como de proteina y actividad enzimatica, lo que a su vez conlleva
un aumento de expresion de TGF-f3, probablemente como consecuencia de la
mayor cantidad de peroxido de hidrégeno en los fibroblastos carentes de
actividad telomerasa (Pérez-Rivero et al., 2008). El analisis de la expresion
génica de 3 lineas celulares tumorales (HCT116, LOX y HelLa) en las que se
silencié a hTR e inhibio6 la actividad telomerasa, revel6 una disminucién en la
proliferacion, independiente de la longitud telomérica. Asimismo, se detectaron
disminuciones en los niveles de expresion génica de moléculas implicadas en
el crecimiento tumoral, angiogénesis, metastasis y progresion del ciclo celular.
Los autores de este trabajo consideran que la influencia de telomerasa en la

expresion génica es independiente de su actividad catalitica (Li et al., 2005).

La implicacion de la enzima telomerasa en la funcién mitocondrial no esta
claramente establecida. La telomerasa es expulsada del nucleo bajo
condiciones de estrés oxidativo (Haendeler et al., 2003). Santos et al. (2006)
observaron un aumento del dano oxidativo en el ADN mitocondrial mediado
por telomerasa. Afirmaron que este hecho podria ayudar a las células madre a
morir por apoptosis cuando tienen un elevado estrés oxidativo, asegurandose,
de esta manera, la calidad de las células madre. Por otro lado, estudios
llevados a cabo en el laboratorio del Dr. Von Zglinicki (2008) mostraron
resultados contrarios: fibroblastos que expresaban telomerasa tenian menor
dano en el ADN mitocondrial, menor producciéon de superéoxidos, aumento del
potencial de membrana mitocondrial y menores niveles de peréxidos en
respuesta al estrés oxidativo, tanto agudo como cronico. Segun estos
resultados, la enzima telomerasa estaria protegiendo a la mitocondria.
Ademas, observaron que, en estas condiciones, el 80-90% de la enzima se

translocaba a la mitocondria, no siendo capaz la cantidad de enzima residual
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del nucleo de elongar los telomeros. La restauracion de las condiciones
normales de cultivo devolvia a la enzima telomerasa al nticleo y ésta era capaz

de actuar sobre las secuencias teloméricas.

La implicacion de telomerasa en la proteccion frente al estrés oxidativo ha sido
estudiada recientemente en fibroblastos embrionarios y en células renales de
raton. Los ratones Terc-/- (componente ARN de la enzima telomerasa)
mostraron un mayor estrés oxidativo que los controles, en los que si habia
actividad telomerasa. Este aumento estaba causado por una disminuciéon en
los niveles de catalasa, como se ha descrito anteriormente (Pérez-Rivero et al.,

2008).

El hecho de que la telomerasa protegiera a las células neuronales del péptido 3
amieloide en la enfermedad de Alzheimer, modulando el umbral de apoptosis,
llevé a postular que esta enzima estaba también implicada en la inhibicion de
la apoptosis (Zhu H et al., 2000; Folini et al., 2007). Esto podria, ademas,
explicar el hecho de por qué la telomerasa confiere ventajas proliferativas,
fundamentalmente en condiciones de estrés, cuando la célula deberia morir
por apoptosis. Esta funciéon de hTERT, que supone una ventaja para las
células madre, tiene consecuencias nefastas en las células tumorales (revisado

por Bollamn, 2008).

La inhibicién de la apoptosis por hTERT es mediante el bloqueo de las dos
rutas apoptoéticas descritas: la mitocondrial y la mediada por receptores. El
efecto anti-apoptotico ha sido detectado en células transfectadas con formas
de hTERT inactivas, por tanto, es independiente de la actividad telomerasa y
del acortamiento telomérico. De hecho, células de cancer de mama que
mostraban bajos niveles de hTERT reflejaban una mayor sensibilidad al estrés
inducido por tratamiento con G418 durante 24-72 horas. Por el contrario, la
sobre-expresion de hTERT en dichas células caus6 un aumento de la
supervivencia, tras el tratamiento antibiético (Saretzki et al. 2001; Dudognon
et al., 2002; Cao et al., 2002; Rahman et al., 2005; Xi et al., 2006; Del Bufalo
et al., 2007). PARP1 coinmunoprecipita con hTERT y, debido al papel de

hTERT en la inhibicion de la apoptosis y mejora de la reparacion del ADN, se
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sugirio que, en respuesta al dano en el ADN, PARP1 poli ADP-ribosila la senal
de exportacion nuclear de hTERT, evitando que ésta salga del nucleo y
promoviendo su participacion en el mantenimiento de la integridad genomica

(Cao et al., 2002).

La actividad telomerasa es crucial para la funcion y el potencial replicativo de
las células madre, pues su deficiencia en ratones con telomeros muy cortos da
lugar a alteraciones en la regeneracion tisular y supervivencia. La
reconstitucion de la enzima confirié a los ratones objeto de estudio una vida
media y fenotipo de envejecimiento semejantes al control, no aumentando la
tumorigénesis (Siegl-Cachedenier et al., 2007). Sin embargo, no esta claro si la
enzima es capaz de elongar los telomeros en las células madre. De hecho, la
sobre-expresion de hTERT en células madre hematopoyéticas no evita el

acortamiento telomérico (Zimmermann et al., 2004; Wang JC et al., 2005).

En células progenitoras de la epidermis de ratén, hTERT activa la
transcripcion de genes implicados en el desarrollo y morfogénesis,
transduccion de senales y senalizacion célula-célula o
citoesqueleto-membrana, de manera independiente de la actividad telomerasa.
De esta forma, hTERT coordina la expresion de los genes implicados en el
crecimiento del pelo del raton. El estudio de estos genes reveld que el control
de hTERT es muy semejante al realizado por myc y Wnt, moléculas implicadas
en el desarrollo y la regulacion de las células madre, asi como en el cancer
(Choi et al., 2008). Ratones TERT-/- no muestran anormalidades epidérmicas
en la primera generacion, lo que significa que las vias myc y Wnt pueden estar
minimizando la pérdida de TERT (Yuan et al., 1999; Liu et al., 2000b;
Rajaraman et al., 2007; Choi et al., 2008).

hTR también tiene una funcién extra-telomérica: modula la respuesta a dano
en el ADN a través de ATR, pues inhibe su actividad in vitro e in vivo, y
aumenta la viabilidad celular tras la irradiacion con UV, alterando el
funcionamiento de los puntos de control de dano de la célula (Kedde et al.,

2006).
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Como conclusion, podriamos decir que la enzima telomerasa inhibe la

apoptosis y aumenta la viabilidad y crecimiento celular.
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4. MECANISMO ALTERNATIVO DE ELONGACION
TELOMERICA

Algunas células tumorales, alrededor de un 7-10%, son capaces de mantener
o elongar sus telomeros mediante un mecanismo independiente de la
telomerasa, conocido como ALT (Alternative Lengthening of Telomeres). En
levaduras y mamiferos se ha determinado que la recombinacion homologa es
la responsable de este fenomeno. La recombinaciéon entre los telomeros puede
producirse entre cromatidas hermanas, cromatidas de cromosomas diferentes,
o bien, con el ADN telomérico extra-cromosoémico. La enzima telomerasa es
capaz de inhibir la recombinacion telomérica entre cromatidas hermanas, lo
que ha llevado a postular que ésta podria ser una de las causas por las que las
células telomerasa positivas carecen de este mecanismo. Sin embargo,
mediante la técnica CO-FISH, no ha sido posible determinar como se produce,
realmente, la recombinacion (Bechter et al., 2004; revisado por Blasco, 2005;

revisado por Muntoni y Reddel, 2005).

Es caracteristico de las células que desarrollan este mecanismo la presencia
de APBs (ALT-associated PML Bodies), estructuras subnucleares en las que la
proteina PML (Promyelocytic Leukemia) colocaliza con Spl00, ADN
extra-cromosomico (lineal o circular), proteinas de union a telomeros y
proteinas implicadas en la sintesis y recombinacion del ADN: TRF1, TRF2,
RADS0, RADS1, RADS2, BLM, WRM, RPA y el complejo MRN. Su aparicion
tiene lugar tras la activacion de ALT y desaparecen cuando éste es reprimido
en células somaticas hibridas (Yeager et al., 1999; Perrem et al., 1999; Wu et
al., 2000; Henson et al., 2002; revisado por Nittis et al., 2008). Se ha
determinado que las proteinas PML, TRF1, TRF2, TIN2, Rapl, Mrell, Nbsl,
RADSO y las proteinas del complejo SMCS5/6, son imprescindibles para la
formacion de APBs y, por tanto, son requeridas para ALT. Sin embargo, Reddel
et al., manifestaron que APBs no parecia ser esencial para el desarrollo de
ALT, si bien la inhibicion de este mecanismo disminuia el numero de células
positivas para APBs (Wu et al., 2000; Fasching et al., 2005; Jiang et al., 2005
y 2007; Potts y Yu, 2007). También se ha sugerido que APBs actiian como
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reservorios de proteinas y de ADN telomérico y que participan en la

recombinacion entre extremos cromosomicos (Yeager et al., 1999).

Otra caracteristica del mecanismo ALT es la presencia de telomeros de
longitudes muy heterogéneas, bien extremadamente cortos o extremadamente
largos. Se ha propuesto que la desigualdad en la recombinacion entre
cromatidas hermanas puede ser la responsable de este suceso: si el proceso
no es simétrico, la recombinacion dara lugar a ganancias de secuencias
teloméricas de una cromatida, con la consiguiente pérdida de la otra
(Figura 14). De este modo, la célula hija que resulte tener los telomeros mas
cortos, entrara en senescencia rapidamente, mientras que aquella con mayor
numero de secuencias teloméricas tendra un potencial replicativo mayor que
la célula progenitora. Para que este mecanismo sea efectivo, se ha sugerido
que la segregacion cromosoémica durante la mitosis sea desigual, es decir, que
la misma célula hija reciba los cromosomas con los telomeros mas largos. Si
este mecanismo se repite cuando los telomeros alcanzan una longitud critica,
la poblacion de células alcanzara la inmortalidad (revisado por Muntoni y

Reddel, 2005; revisado por Nittis et al., 2008).

2 & 42

Figura 14. Representacion grafica del mecanismo de recombinaciéon desigual entre

cromatidas hermanas a nivel telomérico (revisado por Muntoni y Reddel, 2005).
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Tres estudios diferentes han localizado dos lineas celulares capaces de
mantener la longitud de sus telomeros mediante ALT, si bien carecian de las
caracteristicas propias de éste (Cerone et al., 2005; Fashing et al. 2005;
Marciniak et al., 2005). Estas observaciones han llevado a especular que,
quizas, ALT comprenda mas de un mecanismo molecular (revisado por Nittis

et al., 2008).

Los detalles moleculares sobre este mecanismo de elongacion telomérica no
estan bien definidos. Ha sido descrita la existencia de inestabilidad y
mutaciones en el minisatélite MS32 en varias lineas celulares ALT, asi como
en sarcomas de tejidos blandos con mecanismo ALT, no encontrandose esta
alteracion en lineas celulares con actividad telomerasa ni en cultivos mortales

(Jeyapalan et al., 2005).

Estudios llevados a cabo en lineas celulares con actividad telomerasa y lineas
celulares con alargamiento alternativo de las secuencias teloméricas, revelaron
que estas ultimas poseian diferencias epigenéticas con respecto a las
primeras. Asi, las histonas H3 y H4 de los promotores de hTR y hTERT se
encontraban hipoacetiladas y H3 metilada en el residuo de lisina 9 en las
células ALT. Estos descubrimientos llevaron a sugerir que la cromatina es
capaz de regular la expresion de la enzima telomerasa, no sé6lo en las células
ALT, sino también en las células no tumorales (Atkinson et al., 2005; revisado
por Blasco, 2007). Asimismo, el estatus de metilacion de las regiones
subteloméricas podria controlar, de alguna manera, el mecanismo alternativo
de elongaciéon telomérica (Gonzalo et al., 2006; Benetti et al., 2007; revisado

por Nittis et al., 2008).

También se ha considerado que ALT puede ser la consecuencia de la pérdida
de funcion de p53, pues ésta inhibe la recombinacion homologa,
probablemente, por inhibicién de la actividad de RADS1 (Mekeel et al., 1997;
Linke et al., 2003). Esta afirmacion esta basada en el hecho de que lineas
celulares provenientes de pacientes con el sindrome Li-Fraumeni, que se
caracteriza por la presencia de mutaciones hereditarias en p53, y lineas

inmortalizadas con SV40, que inhibe a p53, presentan, muy frecuentemente,
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el mecanismo alternativo de elongacion telomérica. Ademas, la inadecuada
proteccion de los extremos cromosémicos por proteinas teloméricas, en
concreto TRF2 y POT1, favorece las recombinaciones entre telomeros cuando
éstos alcanzan una longitud critica, fenémeno que necesita de la inactivacion
de pS3 para prosperar (revisado por Cesare y Reddel, 2008). Es mas, en un
estudio realizado en tumores humanos, se determind que el 78% (14/18) de
los que mostraron ALT carecian de pS3, mientras que en el mismo porcentaje

de tumores telomerasa positivos (79%) pS3 estaba activa (Chen et al., 20006).

Otra posible explicacion para ALT podria ser la alteracion de los mecanismos
de reparacion del ADN basados en la correccion de los errores de
apareamiento de bases, pues no podemos olvidar que el ADN telomérico esta
constituido por unas secuencias repetitivas de 6 pares de bases. Sin embargo,
no se ha encontrado correlacion alguna entre defectos en este mecanismo y el

desarrollo de ALT (Ibanez de Caceres et al., 2004).

Estudios y observaciones clinicas determinaron que los tumores ALT suelen
tener un origen neuroepitelial (astrocitomas) o mesenquimatico, lo que incluye
osteosarcomas y sarcomas de tejidos blandos. Se ha postulado que,
posiblemente, las células epiteliales tienen mas dificultad para reprimir la
actividad telomerasa y, por tanto, tienden a desarrollar tumores telomerasa
positivos (Henson et al., 2005; revisado por Muntoni y Reddel, 2005; revisado

por Nittis et al., 2008).

El pronostico entre los pacientes que desarrollan canceres con mecanismo ALT
varia en funcion del tipo tumoral ya que, probablemente, cada tipo tumoral
activa este mecanismo mediante una via genética diferente y, puede que sea la
activacion de una u otra via, lo que determine el pronostico del paciente, mas
que la activacion de ALT per se. Lo que si se ha observado es que los tumores
ALT tienen menos capacidad para metastatizar que los tumores con actividad
telomerasa, aunque esto no parece conferir mayor supervivencia (Henson et

al., 2005; revisado por Muntoni y Reddel, 2005).
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5. TELOMEROS, TELOMERASA Y CANCER

El cancer se caracteriza por poder desarrollarse, practicamente, en todos los
tejidos, mostrar una gran heterogeneidad y diferente pronoéstico. A pesar de
este comportamiento, a priori tan dispar, todos los tumores comparten una
serie de caracteristicas que definen su estado de malignidad
(Hanahan y Weinberg, 2000). Durante la progresion del cancer, las células
tumorales sufren una serie de cambios genéticos y epigenéticos que les

permiten escapar del control homeostatico de los tejidos.

Los analisis citogenéticos llevados a cabo por McClintock constituyeron la
primera evidencia de que el mantenimiento de los telomeros es fundamental
para la integridad y estabilidad genomica. Los telomeros disfuncionales son
altamente recombinantes, propiciando fusiones cromosémicas que pueden dar
lugar a cromosomas dicéntricos. Durante la anafase, los cromosomas
dicéntricos pueden localizarse en extremos opuestos de la célula, formando
anaphase bridges (puentes de anafase). La célula hija, entonces, contendria
cromosomas rotos, y se producirian ciclos de rotura-fusion-puente (BFB,
Breakage-Fusion-Bridge). Ya que las roturas cromosoémicas pueden ocurrir en
cualquier punto, esta inestabilidad genomica ocasionaria pérdidas de
heterozigosidad en una de las células hijas, mientras que la otra tendria
ganancia genética. Estos procesos generan variantes cromosomicas en cada
ciclo celular y, algunas de éstas, pueden dar lugar a la adquisicion de
fenotipos que contribuyan a que la célula tenga un potencial replicativo
ilimitado, Los ciclos BFB terminan cuando los cromosomas adquieren
telomeros y se vuelven, de nuevo, estables. Por tanto, la pérdida de un tnico
telomero puede generar una amplia variedad de cambios cromosémicos en
una poblaciéon de células (revisado por Bailey y Murnane, 2006, revisado por
Ayouaz et al., 2008; revisado por Cosme-Blanco y Chang, 2008). A partir de
estos resultados, se establecié que la pérdida de la funcion telomérica y la
consiguiente inestabilidad genémica son de vital importancia en la
tumorigénesis y en la progresion tumoral (Harley et al., 1994; Hahn et al.,

1999; Hanahan y Weinberg, 2000; Kelland, 2007; revisado por Harley, 2008).
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De hecho, se considera que los telomeros cortos constituyen un riesgo

significativo para desarrollar cancer (revisado por Harley, 2008).

Para que el acortamiento de los telomeros no favorezca el desarrollo
tumorigénico, es necesario que la via de p53 no esté alterada. Ensayos
llevados a cabo en cultivos celulares, demostraron que células carentes de pS3
y con teléomeros cortos eran mas susceptibles a ser transformadas por myc y
ras (revisado por Cosme-Blanco y Chang, 2008). Por otro lado, ratones con
telomeros disfuncionales mTerc -/- p53 +/- mostraron un aumento en la tasa
de carcinomas, lo que llevo a sugerir que la disfuncién telomérica, junto con la
deficiencia en pS3, estan implicados en el desarrollo de tumores de origen
epitelial (Artandi et al., 2000). Recientemente, se ha planteado como hipétesis
que la senescencia mediada por pS3 e inducida por telomeros disfuncionales
es capaz de inhibir el desarrollo de tumores mesenquimales y linfoides, pero
incapaz de evitar la progresion tumoral en compartimentos epiteliales

(revisado por Cosme-Blanco y Chang, 2008).

Por tanto, aunque el acortamiento de los telomeros limita la capacidad
replicativa de las células humanas y suprime la transformacién celular,
también conduce a la inestabilidad cromosomica. Para que esta inestabilidad
no induzca la aparicion de tumores es necesario que las vias de senescencia y
apoptosis funcionen adecuadamente. La inactivacion de una de las vias puede
ser contrarrestada por la otra. Lo que se desconoce es si existe especificidad
de tejido en cuanto a la activacion de mecanismos de senescencia o apoptosis

como supresores tumorales (revisado por Cosme-Blanco y Chang, 2008).

La enzima telomerasa es capaz de mantener la estabilidad genomica, pues
evita la disfunciéon telomérica y el inicio de los ciclos BFB (revisado por
Cosme-Blanco y Chang, 2008). Esta estabilizacion de los telémeros permite, de
igual manera, la inmortalizacién y facilita la progresion tumoral (Masutomi y
Hahn, 2003). Sin embargo, se han descrito tumores que no desarrollan ningin
mecanismo para mantener la longitud de las secuencias teloméricas (Gupta et
al., 1996; Ulaner et al., 2003; Ulaner et al., 2004; Johnson et al., 2005). Se

trata de células mortales cuyos telomeros se acortan paulatinamente y que, de
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alguna manera, crecen desmesuradamente antes de entrar en crisis. Estos
tumores presentan un pronoéstico mas favorable (Ulaner et al., 2003; revisado

por Bollman, 2007).

Mediante el ensayo TRAP (Telomere Repeat Amplification Protocol) se ha
detectado actividad telomerasa en, aproximadamente, el 90% de las lineas
celulares tumorales y tejidos tumorales, mientras que ésta no se detecta en la
mayoria de las células humanas normales, con excepcion de aquellas células
cuya tasa de recambio es elevada, como los linfocitos, keratinocitos basales,
células de la cripta intestinal y las células madre de sangre periférica que
expresan CD-34 (revisado por Hahn, 2003; revisado por Harley, 2008). En
tumores pulmonares se ha detectado actividad telomerasa hasta en un 85% de
los casos (Lantuejoul et al., 2005). Estos estudios han permitido confirmar que
la actividad telomerasa se correlaciona con la tumorigénesis en diferentes
tejidos humanos (Hiyama e Hiyama, 2002). Por tanto, la represion de la
enzima telomerasa y su regulaciéon actilan como un mecanismo supresor de
tumores en las células humanas (revisado por Harley, 2008). Es mas, parece
probable que la expresion de hTERT se active en células tumorales como
consecuencia de la pérdida de los mecanismos supresores que la regulan. Se
ha postulado que la transcripcion de hTERT esta controlada por un represor,
no presente en las células tumorales, pudiendo ser una molécula de union
directa al ADN, o bien, una proteina represora que se une a factores de
transcripcion del promotor de hTERT (revisado por Ducrest et al., 2002; Lin y
Elledge, 2003).

Ademas, como se ha descrito en el apartado “3.3 Otras funciones de la enzima
telomerasa”, esta proteina es capaz de inhibir la apoptosis y aumentar la

viabilidad y crecimiento celular, de manera independiente de los telomeros.
Lo expuesto anteriormente justifica que diversos autores hayan considerado

que la combinacion de teléomeros cortos y la falta de expresion de hTERT

constituya un mecanismo anticancerigeno (revisado por Hornsby, 2007).
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Las células tumorales muestran telomeros mas cortos que las células
adyacentes no tumorales. Esto ha llevado a pensar que la actividad elevada de
telomerasa es un evento tardio en el proceso de malignizacion, de manera que,
una vez activada, es capaz de estabilizar a los telomeros mas cortos, pero no
de igualarlos a los de las células cercanas sanas (revisado por Maser y De
Pinho, 2002b).

Alteraciones en la metilacion del ADN y la modificacion de histonas son dos
hechos comunes en el cancer (Jones et al., 2002; Fraga et al., 2005). Debido a
que la estructura de la cromatina afecta a la regulacion de los teléomeros de
mamiferos, estos cambios epigenéticos podrian establecer un nexo de union
entre la desregulacion telomérica y el desarrollo del cancer (revisado por

Blasco, 2007).

55



Antecedentes Bibliograficos

6. MECANISMOS DE REPARACION DEL ADN

6.1 MECANISMOS DE REPARACION DEL ADN Y CANCER

El genoma de todos los organismos vivos esta constantemente sujeto a
condiciones que le causan dano. Este dano puede ser espontaneo, como
consecuencia de procesos metabolicos fisiologicos, o bien causado por agentes
exogenos. La maquinaria celular que responde a los danos en el ADN esta
constituida por una red dinamica de proteinas y complejos proteicos capaces
de detectar lesiones en el ADN, y de senalizar su presencia para activar
distintas rutas que retrasen la progresion del ciclo celular, reparen estas
lesiones o eliminen las células con inestabilidad genética mediante la
induccion de apoptosis. Esta ampliamente documentada la implicacion de los
factores de reparacion en el desarrollo embrionario, en la homeostasis tisular
de individuos adultos y en diferentes patologias, como el cancer. El papel que
juegan los mecanismos de reparacion del ADN en esta enfermedad es amplio:
por un lado, el cancer es la consecuencia del dano genomico en las células;
por otro, muchas de las proteinas de reparacion son supresoras tumorales.
Ademas, no hay que olvidar que las terapias antitumorales persiguen la
muerte celular por el dano que ocasionan en el ADN. De hecho, se ha
sugerido, como tratamiento adyuvante, la manipulacion selectiva de genes o
proteinas implicados en la reparacion del ADN para mejorar el efecto de la
actual terapia antitumoral (revisado por Bartek et al., 2007; revisado por
Lieberman, 2008). Numerosos estudios evidencian que la predisposicion a
desarrollar cancer hereditario estda mediada por mutaciones en genes
implicados en la reparacion del ADN de células germinales (revisado por

Paz-Elizur et al., 2008).

Podriamos definir el cancer como una enfermedad multigénica (revisado por
Hoeijmakers, 2001). La variabilidad interindividual en humanos en respuesta
a los carcinégenos ha sido descrita repetidamente. No solamente hay que
considerar los polimorfismos hereditarios en genes implicados en el

metabolismo de estas sustancias, sino también la capacidad de reparacion del
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ADN. Cada individuo difiere ampliamente en su capacidad para subsanar el
dafio genomico. De hecho, al menos el 10% de la poblaciéon presenta una
capacidad de reparacién del ADN in vitro en linfocitos, tras la exposicion a
agentes genotoxicos, de, aproximadamente, el 60-75%, con respecto a la
media poblacional, relacionandose esta disminucién en la reparacion del ADN
con un mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmén, mama, piel, higado y
cabeza y cuello (Grossman et al., 1999; revisado por Berwick y Vineis, 2000;
Paz-Elizur et al., 2003; Paz-Elizur et al., 2005; Paz-Elizur et al., 2006). La
disminucion de la capacidad de reparacion del ADN, en concreto de la enzima
OGG1, unido al habito tabaquico, se ha asociado con un mayor riesgo de
desarrollar cancer de pulmoéon y cabeza y cuello (Paz-Elizur et al., 2003;

Paz-Elizur et al., 2005; Paz-Elizur et al., 2000).

Debido a los distintos tipos de lesiones que puede sufrir el ADN, existen varios
mecanismos de reparacion capaces de solucionar la mayoria, aunque no
todos, de los errores que se acumulan en el genoma:

e Reparacion por escision de nucleétidos: este sistema escinde
fragmentos de oligonucleotidos que rodean a bases anormales. La
mayoria de estas lesiones son producidas por agentes exogenos capaces
de bloquear la replicacion del ADN o su transcripcion.

* Reparacion por escision de bases: se eliminan las bases danadas
inapropiadas del ADN. Generalmente, este mecanismo de reparacion
esta relacionado con el dafio de origen endogeno.

* Reparacion de apareamientos incorrectos de bases: reconoce
apareamientos incorrectos, tanto de wuna sola base, como de
repeticiones cortas de nucleotidos. Este sistema de reparacion es critico
para el mantenimiento de la estabilidad genémica. Defectos en él son la
causa del cancer de colon no poliposico hereditario, tipico y atipico, asi
como de una baja proporcion de canceres de colon esporadicos.

¢ Reparacion por recombinaciéon no homéloga: es el principal mecanismo
de reparacion cuando existe rotura de la doble hebra de ADN en
mamiferos. Se unen los extremos rotos independientemente de su
homologia, con la consiguiente pérdida de algunos nucleétidos en el

punto de unién. Esta establecido, desde levaduras hasta mamiferos,
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que esta via de reparacion juega un papel esencial en el mantenimiento
telomérico, pues media la fusion entre telomeros desprotegidos.

¢ Reparacion por recombinacion homologa: este sistema también repara
las roturas de la doble hebra de ADN y es el de eleccion cuando estan
presentes dos hebras homologas. Este mecanismo de reparacion es mas
eficiente en las fases del ciclo celular S y G2 (Johnson y Jasin, 2000;
revisado por Hoeijmakers, 2001; revisado por Maser y De Pinho, 2004;

revisado por Park y Gerson, 2005; revisado por Lieberman, 2008).

Con el paso del tiempo, el ADN acumula cambios que activan protooncogenes
e inactivan genes supresores de tumores. Sin embargo, las mutaciones
espontaneas son insuficientes para explicar el riesgo de padecer cancer. De
hecho, se han identificado numerosas conexiones entre la oncogénesis y fallos,
adquiridos o heredados, en los llamados “guardianes del genoma”, lo que
determina el papel tan importante que juegan los mecanismos de reparacion
del ADN en el desarrollo tumorigénico (revisado por Hoeijmakers, 2001)

(Figura 15).

Se ha propuesto que los mecanismos de reparacion del ADN son una barrera
fisiologica que trata de evitar la progresion tumoral (Bartkova et al., 2005;
Gorgoulis et al., 2005). Esta afirmaciéon se basa en la observacion de la
activacion constitutiva de las vias de senalizacion de dano gendémico en
tumores humanos de estadios pre-invasivos, cultivos celulares y modelos
animales. Esta activacion precede a las mutaciones o desregulaciones
epigenéticas de las proteinas implicadas en la respuesta a dano en el ADN.
Estudios realizados en lineas celulares y en animales revelaron que la
senescencia inducida por oncogenes requeria que la sefializacion de dafo en el
ADN no estuviera truncada. Sin embargo, no todas las alteraciones son
capaces de activar la respuesta a dano en el ADN, lo que favoreceria la
expansion clonal de células alteradas. Cuando éstas acumulan errores
capaces de activar a la maquinaria de sefnalizacion de dano genémico, se
pondran en marcha los mecanismos encaminados a inducir la entrada en
senescencia o muerte celular, de manera que no sigan proliferando. La

inactivacion de las moléculas de las vias de senalizacion y reparacion del dano
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en el ADN implica su pérdida como barrera antitumoral, lo que favorece el
crecimiento y expansion de las células tumorales. Esta hipoétesis trata de
explicar por qué mutaciones de genes como ATM, BRCA1, BRCA2 o p53 en la
linea germinal predisponen al individuo que las padece a sufrir cancer

(revisado por Bartek et al., 2007).

DANO EN EL ADN CONSECUENCIAS
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Figura 15. Representacion esquematica del daiio en el ADN causado por agentes y
lesiones comunes (parte superior). En la parte inferior, se nombran los distintos
mecanismos de reparacion, asi como las lesiones que reparan. En la parte derecha,
aparecen las consecuencias del daiio genémico (parada del ciclo celular, alteraciones en el
metabolismo del DNA y cambios permanentes en la molécula de ADN) (adaptado de

Hoeijmakers, 2001).

6.2 MECANISMOS DE REPARACION DEL ADN Y FUNCION
TELOMERICA

Numerosos factores de reparacion del ADN, tales como, el complejo ADN-PK,
ERCC1/XPF, WRN o el complejo MRN, se han encontrado asociados a los

telobmeros, desarrollando un papel critico en la homeostasis telomérica
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(Boulton y Jackson, 1996). De hecho, lineas celulares de pacientes con
alteraciones en algunos de estos genes muestran una mayor tasa de
acortamiento telomérico, por division, que aquellas lineas provenientes de
individuos sanos (Cabuy et al., 2005). Esto ha llevado a algunos investigadores
a pensar que los telémeros son reconocidos por estos factores como ADN
danado o anormal, pero que las proteinas especificas de union a teléomeros, de
alguna manera, forman una estructura que protege el final de los cromosomas
de posibles degradaciones (Wright et al., 2005; revisado por Longhese, 2008).
Se ha sugerido, incluso, que las proteinas de union a telomeros podrian ser
antiguos factores de reparacion del ADN que han pasado a ser utilizados por
la célula como protectores de los telomeros (revisado por De Lange, 2004); o
bien que los telomeros actiian como reservorio de proteinas de reparacion del

ADN (Martin et al., 1999).

La entrada en senescencia de las células, como consecuencia del acortamiento
telomérico, comparte caracteristicas con la parada del ciclo celular inducida
como consecuencia del dano en el ADN (D°Adda di Fagagna et al., 2003). Entre
éstas, cabe destacar la activacion de kinasas y mediadores de la respuesta al
dano en el ADN y la aparicion de foci asociados a la senescencia que contienen
factores de reparacion (revisado por D'Adda di Fagagna et al., 2004). La
alteracion de la estructura telomérica como consecuencia de la desregulacion
de las proteinas integrantes del complejo shelterin, también es capaz de
activar la respuesta a dano en el ADN y de inducir la entrada de la célula en
senescencia, o bien, su muerte por apoptosis (revisado por Cosme-Blanco y

Chang, 2008; revisado por Deng et al., 2008).

Otro enigma es como la maquinaria de reparacion del ADN es capaz de
distinguir los extremos cromosémicos funcionales de los no funcionales. De
nuevo, se ha postulado que las proteinas de unién a telémeros estan
implicadas en este reconocimiento, pues la poca presencia de éstas favoreceria
la activacion de los factores de reparacion del ADN, lo que daria lugar a
fusiones cromosémicas, parada del ciclo celular y/o apoptosis. Estudios
llevados a cabo en levaduras pusieron de manifiesto que, para que los

telomeros sean reconocidos como ADN danado, es necesario que se
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encuentren acomplejados con la proteina RPA. La union de ésta al ADN
telomérico estaria inhibida por Cdcl3p (proteina homéloga a la humana
POT1), que competiria con RPA. También se ha especulado que la estructura
heterocromatinica de los telomeros puede estar implicada en este proceso,
evitando el acceso de las proteinas de reparacion a los extremos cromosémicos

(revisado por D'Adda di Fagagna et al., 2004).

Ademas de las proteinas descritas anteriormente, que forman parte de la
estructura telomérica, existen otros factores de reparacion del ADN que, sin
estar unidos a los telomeros, si estan implicados, de alguna manera, en la
homeostasis telomérica. Entre estos, se encuentran RADS1 y RADS4,
implicadas en la recombinacion homoéloga y necesarias para la formacion del
T-loop, y PARP1 y PARP2 (Poli ADP-ribosil polimerasa 1 y 2, respectivamente),
implicadas en la reparacion por escision de bases (revisado por Slijepcevic y
Al-Wahiby, 2005; revisado por Slijepcevic, 2006; Verdun y Karlseder, 2006;
revisado por Ayouaz et al., 2008). Cabe también destacar en este grupo a
Artemis (DCLRE1C), proteina de la via de reparacion por recombinacién no
homoéloga y que es fosforilada por ADN-PKc y ATM. En células embrionarias de
raton se ha determinado su implicaciéon en la homeostasis telomérica, pues su
carencia produjo un aumento de fusiones teloméricas, si bien todavia no esta

clara su funcioén en los extremos cromosomicos (Rooney et al., 2003).

La familia de proteinas de retinoblastoma, entre las cuales Rbl esta
frecuentemente mutada en cancer, parece estar implicada en el control de la
longitud telomérica, mediante un mecanismo de regulacion epigenética, pues
se ha demostrado su requerimiento para la trimetilacion de la histona H4K20,
ya que su ausencia provoca una rapida pérdida de modificacion de dicha
histona en fibroblastos embrionarios de raton. Ademas, provoca una

elongacion aberrante de los telomeros (Garcia-Cao et al., 2002).

Teniendo en cuenta lo expuesto a lo largo de esta introduccién, podria
afirmarse que la desregulacion de los componentes de la via de reparacion por
recombinacion no homoéloga conlleva alteraciones en la estabilidad telomérica

e induce inestabilidad genomica. Asimismo, la maquinaria implicada en la
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recombinacion homoéloga es esencial para el mantenimiento de la longitud de
las secuencias teloméricas y su proteccion (revisado por Ayouaz et al., 2008).
Ademas, las células que mantienen la longitud de sus teloméros mediante el
mecanismo ALT se caracterizan por tener foci formados por proteinas de union
a telomeros, ADN telomérico, cuerpos PML y proteinas implicadas en la

senalizacion de dano en el ADN (Henson et al., 2002).

Es interesante destacar el hecho de que defectos genéticos en moléculas
implicadas en la reparacion del ADN afecten al estatus telomérico, aunque no
estén directamente relacionadas con la funcion telomérica, lo que sugiere una
fuerte interdependencia entre ambos procesos. La implicacion, por tanto, de
estas proteinas en la funcién telomérica ha llevado a sugerir que se requieren
telomeros funcionales para que pueda llevarse a cabo la reparacion del ADN
por los factores de reparacion. De hecho, se ha descrito que células de
pacientes afectados de cancer con telomeros acortados, poseen defectos en los
mecanismos de reparacion del ADN (revisado por D'Adda di Fagagna et al.,
2004; revisado por Slijepcevic y Al-Wahiby, 2005). De manera inversa,
estudios realizados en ratones y en células humanas con alteraciones en
genes implicados en la reparacion del ADN, tales como ATM, ADN-PK,
ERCC1/XPFy WRN, han demostrado la existencia de disfunciéon telomérica en
el 87% y en el 90% de los casos, respectivamente (revisado por Slijepcevic,
2008).

Otro ejemplo de la implicacion de los mecanismos de reparacion del ADN en la
funcion telomeérica viene dado por el hecho de que la fosforilacion de hTERT,
como consecuencia de dano en el ADN, mediada por c-Abl, proteina implicada
en la ruta de ATM, produce inactividad enzimatica (Kharbanda et al., 2000).
Ademas, parece que hTERT esta implicada en la reparacion de roturas de
doble hebra del ADN en regiones no teloméricas (Pennaneach et al., 20006).
Por ultimo, TRF2 es fosforilada por ATM en respuesta al dano en el ADN,
movilizandose a aquella region en la que esta el dafno, aunque éste no se

localice en los extremos cromosomicos (Tanaka et al., 2005a).
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Al igual que ocurre con los telomeros, mutaciones en genes implicados en la
reparacion del ADN se han asociado con la aparicion de cancer y fenomenos
de inestabilidad genomica (revisado por Hoeijmakers, 2001). Es mas,
variaciones en la capacidad de reparacion del ADN pueden determinar la
susceptibilidad a desarrollar esta enfermedad, asi como su posterior evolucion

(revisado por Madhusudan y Middleton, 2005).
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1. PACIENTES Y MUESTRAS TISULARES

Las muestras empleadas en esta Tesis provienen del Banco de Tumores del
Hospital Clinico San Carlos de Madrid. Todas ellas fueron obtenidas a partir
de pacientes afectados de cancer no microcitico de pulmén (CNMP) sometidos
a cirugia con intenciéon curativa en el Servicio de Cirugia II del mencionado
Hospital. Nos proporcionaron 190 muestras de tejido pulmonar de 95
pacientes. En cada caso, se dispuso de tejido tumoral y de tejido no tumoral
del propio paciente (tomado, al menos, a 10 cm de distancia del margen del
tumor). Las muestras venian incluidas en bloques de Tissue-Tek” y se

almacenaron a —80°C hasta su uso.

Las muestras tumorales fueron examinadas por un anatomo-patdlogo del
Servicio de Anatomia Patologica del citado Hospital, no considerandose validas
aquellas que tenian mas de un 20% de tejido normal y/o mas de un 10% de
necrosis. El examen se realizd por observacion directa de las muestras en un
porta, tenidas con hematoxilina-eosina, segin el esquema representado en la

Figura 16:

HEMATOXILINA > AGUA » AGUA > EOSINA > ETANOL 96°

l

XiLoL * XILOL ¢ ETANOL 100° < ETANOL 100° < ETANOL 96°

Figura 16. Representacion esquematica de la tincion hematoxilina-eosina. Los reactivos
empleados estan representados en el mismo orden en el que se utilizaron. Los portas se

sumergieron en cada solucién 10 segundos, aproximadamente.

El grosor de la muestra fijada en el porta fue de 5 micras. Los cortes se
realizaron con un criostato cedido por el Servicio de Inmunologia del Hospital.
Las caracteristicas clinico-patolégicas de los 95 tumores se indican en la Tabla

4.
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CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS N° DE CASOS
Estadio 95
I 51
11 7
1A 29
I11B 4
v
Tipo histolégico 95
Adenocarcinoma 38
Carcinoma epidermoide 53
Carcinoma indiferenciado de célula grande 4
Recidiva 95
Positiva 29
Negativa 61
Sospecha 3
No intervalo libre de enfermedad 2

Tabla 4. Caracteristicas clinico-patoléogicas de la poblacion de 95 tumores de pulmoén

estudiada en esta Tesis.

El periodo de seguimiento de la serie, en la mayor parte de los casos, fue de 5
anos (rango, 1-79 meses). Los pacientes fueron operados en el Hospital Clinico
San Carlos entre los anos 2000 y 2005. La edad media de los pacientes fue
63.8 = 1.23 anos (rango, 40-82 anos) y solo habia 4 mujeres en la serie

incluida en esta Tesis. El resto de los pacientes (91) fueron varones.
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2. EXTRACCION, VALORACION Y PURIFICACION
DEL ARN

2.1 EXTRACCION DEL ARN

El método empleado para ello fue el descrito por Chomczynski & Sacchi,
ligeramente modificado, utilizando trizol. Este reactivo contiene fenol y otros
componentes que garantizan la estabilidad del ARN mientras se disgregan los
cortes del tejido. Estos fueron de 20 micras y se realizaron con un criostato en
el Servicio de Inmunologia del Hospital Clinico San Carlos de Madrid. Los

cortes se almacenaron a -80°C hasta la extraccion.

En primer lugar, se anadio 1 ml de trizol a cada tubo, que contenia 10-12
cortes de tejido pulmonar. Las muestras se homogeneizaron usando, primero
la punta de la pipeta y, posteriormente, una jeringuilla. A continuaciéon se
anadio a cada tubo 0.2 ml de cloroformo, se agitaron con el vortex y, tras
incubar 2 6 3 minutos a temperatura ambiente, se centrifugaron durante 15
minutos a 13.200 r.p.m., separandose la fase acuosa, que contenia el ARN.
Esta se transfirié, en cada caso, a un tubo limpio, anadiéndose 0.5 ml de
isopropanol frio para precipitar el ARN. Las muestras se almacenaron una
noche a 4°C. Tras la precipitacion, los tubos se centrifugaron a 4°C durante
30 minutos a 13.200 r.p.m. Se elimind el sobrenadante, y se lavo el pellet con
etanol al 75% frio dos veces, realizandose una pequefa centrifugacion entre
cada lavado por si se hubiera despegado el precipitado. Tras eliminar el etanol
del ultimo lavado, se sec6 el ARN a temperatura ambiente. Este se

resuspendi6é en 50 pl de agua libre de nucleasas.

2.2 VALORACION DEL ARN

La valoracion se realizo usando un espectrofotometro que nos permitiéo medir a

una longitud de onda de 260 nm, maximo de absorcion de los acidos
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nucleicos, y a 280 nm, maximo de absorcion de las proteinas. De esta manera,
el aparato no soélo era capaz de cuantificar la cantidad de ARN, sino que
también media la pureza de éste, pues determinaba la relaciéon existente entre
la absorbancia a 260 nm y 280 nm. Se usaron cubetas de cuarzo cuyo
volumen era de 100 pl. El blanco utilizado fue agua libre de nucleasas y se

valor6 1 pl de ARN diluido en 99 pl de agua libre de nucleasas.

Tras la valoracion, se procediéo a comprobar la integridad del ARN aislado
mediante una electroforesis. Se realiz6 un gel de agarosa al 0.8% con TBE 1X
(TBE 10X: Tris 0.89M, acido borico 0.88M y EDTA 0.01M), al que se le anadio
bromuro de etidio para poder visualizar las bandas. Cada pocillo del gel se
carg6 con 1.5 pg de ARN, tampoén de carga 1X (tampon de carga 6X: 0.25% de
azul de bromofenol, 0.25% de xileno cianol y 30% de glicerol) y agua libre de

nucleasas. La electroforesis se desarrollé6 durante 40 minutos a 80V.

Las muestras se almacenaron a —-80°C hasta su uso.

2.3 PURIFICACION DEL ARN

El ARN se us6 para estudios de expresion con matrices de ADN
complementario y PCR cuantitativa a tiempo real. Para el empleo de las
matrices es imprescindible eliminar el ADN genomico y no se recomienda el
uso de ADNasas. Por ello, en los casos en los que se detecto la presencia de

ADN durante la electroforesis, se empleé el kit “RNeasy" Micro” de Qiagen.

El ensayo se realizé a temperatura ambiente. En primer lugar, se ajusto el
volumen de la muestra a 0.1 ml con agua libre de nucleasas y se anadieron
0.35 ml de tampon RLT, proporcionado por el kit, mezclado, previamente, con
B-mercapto etanol, para inactivar a las ARNasas, y 0.25 ml de etanol absoluto.
De esta manera, se crearon las condiciones optimas para que el ARN se uniera
a la membrana de silica-gel de la columna, a la que se transfirio la muestra.

Se centrifugé a 10.000 r.p.m. durante 15 segundos y se eliminé el tubo con el
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liquido eluido. Se procedi6 a lavar la columna con 0.5 ml de tampén RPE,
incluido en el kit, y se centrifugd en las mismas condiciones que las descritas
anteriormente. Por ultimo, se anadieron 0.5 ml de etanol al 80% y se
centrifugé durante 2 minutos a la misma velocidad. Para secar la membrana,
se procedié a colocar la columna dentro de un tubo nuevo y, con la tapa
abierta, se centrifugé durante 5 minutos a la maxima velocidad. La elucion del
ARN se realizo en dos pasos: se anadieron a la columna 7 6 5 pl de agua libre
de nucleasas, en funcion de la cantidad de ARN de partida, y se centrifugé a
2.000 r.p.m. durante 1 minuto; a continuacion, se anadieron otros 7 6 5 pl de
agua libre de nucleasas y se centrifugoé a 13.200 r.p.m. el mismo tiempo. El
ARN se recogio en un tubo de 1.5 ml en el que se introdujo la columna

previamente.

Tras la purificacion, se valoro el ARN obtenido, se comprobé su integridad y se

almaceno, segun lo descrito en el apartado “2.2 Valoracion del ARN”.

3. EXTRACCION Y VALORACION DEL ADN

3.1 EXTRACCION DEL ADN

Para la extraccion del ADN se siguieron dos procedimientos: el método
Chomczynski & Sacchi, y el método Blin y Stafford de 1976, ambos
modificados. Aplicando el primer protocolo, a la fase organica resultante tras
separar la fase acuosa que contenia el ARN, se anadieron 0.6 ml de etanol
absoluto frio para precipitar el ADN. Se mezclé con un vortex y se centrifugo a
8.000 r.p.m. durante 10 minutos. Se descarto el sobrenadante y se lavo el
precipitado resultante dos veces con citrato sédico 0.1M disuelto en etanol al
10%, sin centrifugar entre cada uno de los lavados. A continuacion, se lavo
con la solucién B (NaCl 0.075M y EDTA 0.02M) para eliminar los posibles
restos de citrato sodico. El precipitado resultante se mantuvo 2 dias a 55°C

con 0.3 ml de solucién B, 10 pl de SDS 10% y S pl de proteinasa K a una
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concentracion de 20 mg/ml. Tras la incubacioén, se anadieron 176 pl de NaCl
6M, se mezclo con el vortex y se centrifugé a 13.200 r.p.m. durante 15
minutos. Se recogio el sobrenadante, donde estaba el ADN, y éste se precipito
con isopropanol frio. Se dejo S5 minutos a temperatura ambiente,
centrifugandose de nuevo a 13.200 r.p.m. durante 30 minutos. Se eliminé el
sobrenadante y se lavo el precipitado resultante dos veces con etanol al 75%
frio, centrifugando entre ambos lavados por si éste se hubiera despegado.
Finalmente, se dejo secar a temperatura ambiente y se resuspendio en 20 pl

de agua libre de nucleasas.

Para extraer ADN genomico por el procedimiento de Blin y Stafford de 1976,
con modificaciones, se partid6 de los bloques de tejido embebidos en el
Tissue-Tek". Debido al tamafo de los bloques, estos se cortaron en fragmentos
mas pequenos empleando cuchillas estériles (una para cada muestra),
introduciéndose en un tubo de 10 ml, al que se anadi6 2.5 ml de un tampoén
formado por Tris-HC1 0.01M, EDTA 0.01M y NaCl 0.15M. Se homogeneizo el
contenido utilizando un politron. El vastago empleado se mantuvo la noche
anterior en EDTA 0.02M y se aclar6é con agua ultra pura estéril, tanto al
principio, como entre cada uso. A continuaciéon, se anadieron 50 pl de
proteinasa K a una concentracion de 20 mg/ml. Se volvio a homogeneizar
brevemente, se adicionaron 125 pl de SDS al 10% y se incubaron los tubos
durante 3 horas a 652C para que tuviera lugar la fase de lisis. Seguidamente,
se anadieron 2.5 ml de una solucion que contenia Tris-HCl 0.01M, EDTA
0.01M y NaCl 0.65M a pH 7.5 y 5 ml de fenol. Se mezclé con el vortex y se
centrifugé a 4.000 r.p.m. durante 15 minutos para separar la fase acuosa,
donde estaba el ADN, de la organica. La fase acuosa se recogio en un tubo
nuevo de 10 ml y se anadieron 5 ml de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1. De
nuevo se mezclo con el vortex y se centrifugé a 4.000 r.p.m. 5 minutos. La fase
acuosa se paso6 a un tubo de 50 ml que contenia entre 10 y 13 ml de etanol
absoluto frio. Se precipito el ADN durante una noche a -20°C. Al dia
siguiente, se centrifugaron los tubos a 4.000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C,
se decanté el sobrenadante y se lavo el precipitado con 2 ml de etanol frio al
70% dos veces. Finalmente, se seco el precipitado y se resuspendié en 0.3 ml

de agua libre de nucleasas.
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3.2 VALORACION DEL ADN

La valoracion se realizé usando un espectrofotémetro que nos permitiéo medir a
una longitud de onda de 260 nm y a 280 nm, para cuantificar la cantidad de
ADN y medir su pureza. Se usaron cubetas de cuarzo cuyo volumen era de
100 pl. El blanco usado fue 100 pl de agua libre de nucleasas y las muestras

de ADN se diluyeron 1:100 con agua libre de nucleasas.

Las muestras se almacenaron a —20°C hasta su uso.

4. EXTRACCION Y VALORACION DE PROTEINAS

4.1 EXTRACCION DE PROTEINAS

La extraccion de proteinas se realizo a partir de los bloques de tejido
embebidos en el Tissue-Tek". Estos se cortaron en fragmentos mas pequenos,
siguiendo el mismo procedimiento que el empleado para extraer ADN. En cada
tubo de 2 ml se introdujeron 0.1-0.2 g de tejido y 0.4 ml de un reactivo de
lisis, que contiene inhibidores de proteasas y ARNasas, incluido en el kit de
Roche "Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA®". Se procedi6é a homogeneizar la
mezcla, empleando un politron y aclarando el vastago con agua DEPC entre
cada lavado. El dia anterior, el vastago estuvo 4 horas en NaOH 4N y, durante
toda la noche, en agua DEPC, para eliminar las posibles ARNasas. Una vez
homogeneizadas las muestras, se dejaron los tubos 30 minutos en hielo, para
favorecer la extraccion, y se centrifugaron a 4°C durante 20 minutos a 12.000

r.p.m. Finalmente, se separo la fase acuosa, que contenia las proteinas.
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4.2 VALORACION DE PROTEINAS

La valoraciéon se realizo en un espectrofotometro que midioé la absorbancia a
una longitud de onda de 595 nm y se usaron cubetas de plastico de 1 ml. La
cuantificacion de las proteinas se realizé con el ensayo de Bradford. El blanco
utilizado fue 1 ml de Bradford comercial diluido 5 veces. Para cada muestra,
se emplearon 0.8 ml de agua ultra pura estéril y 0.2 ml de reactivo Bradford
comercial. Se tomo6 1 pl de cada alicuota de proteinas a valorar, se diluyo 1:5 6

1:10 y se valoraron 4 pl. La cuantificacion se realizé por duplicado.

Las proteinas se almacenaron a —80°C hasta su uso.

5. ENSAYO DE MEDICION DE LA LONGITUD DE
LOS FRAGMENTOS TELOMERICOS DE
RESTRICCION

La medida de la longitud de los telomeros se realizo en 95 pacientes a partir
del ADN gendémico procedente de los tejidos tumorales y no tumorales, en cada
caso. El kit empleado para ello fue "Telo TAGGG Telomere Length Assay®" de
Roche. Este método permite determinar la longitud de los telomeros mediante
el analisis por Southern-blot de los TRF (Telomeric Restriction Fragments)
obtenidos tras la digestion del ADN gendomico con enzimas de restriccion de

corte frecuente.

El ensayo parte de 2.5 pg de ADN que se digieren con 1 pl de una mezcla de
enzimas de restriccion, que cortan el ADN en pequenos fragmentos, salvo el
ADN telomérico y subtelomérico. Las enzimas fueron: Hinf I y Rsa [ y se
emplearon 20 unidades de cada una de ellas por muestra. Como controles se
emplearon muestras con telomeros de alto y/o bajo peso molecular

proporcionadas por el kit. La digestion tuvo lugar durante 2 horas a 37°C.

72



Material y Métodos

Tras ésta, se anadieron a cada tubo 5 pl de tampon de carga del kit para parar

la reaccion.

El ADN digerido se separ6 en un gel de agarosa al 0.8% en TAE 1X (TAE 50X:
Tris 2M, EDTA 50mM y acido acético glacial, pH 8) a 75-85V durante,
aproximadamente, 4 horas. En el momento de cargar las muestras, se
preparo, y cargé también, el marcador de peso molecular: 3 pl del marcador
proporcionado por el kit, 5 pl agua libre de nucleasas y 2 pl del tampo6n de

carga.

Cuando finalizo la electroforesis, el gel se trato durante 10 minutos con
HCl 0.25M a temperatura ambiente con agitacion. De esta manera, se obtuvo
un pH o6ptimo para la desnaturalizacion del ADN. Se aclar6 dos veces con agua
destilada, y se realizaron dos incubaciones de 15 minutos a temperatura
ambiente con una solucién de desnaturalizacion (NaOH 0.5M y NaCl 1.5M). Se
aclar6 de nuevo con agua destilada, y se trat6 con una solucion de
neutralizacion (Tris-HCI 0.5M y NaCl 3M, pH 7.5) que adecud el pH para la
transferencia. Se realizaron dos incubaciones a temperatura ambiente de 15

minutos de duracioén cada una.

La transferencia tuvo lugar por capilaridad a temperatura ambiente durante
una noche. Previamente, se activdo la membrana de nylon cargada
positivamente (Roche Diagnostics) con agua ultra pura estéril. El tampéon de

transferencia empleado fue SSC 20X (NaCl 3M y citrato sédico 0.3M, pH 7).

Una vez concluida la transferencia, se fijé el ADN con luz UV primero,
7 minutos a una longitud de onda de 254 nm, y con calor posteriormente,
30 minutos a 80°C. Se lavo la membrana con SSC 2X y se prehibrid6é durante
40 minutos a 42°C con 15 ml de la solucion de hibridacion calentada a la
misma temperatura, proporcionada por el kit. Tras la prehibridacion, ésta se
elimind, y se procedié a incubar la membrana con 10 ml de la soluciéon de
hibridacion precalentada, a la que se le anadi6é 2 pl de una sonda especifica

para secuencias teloméricas que lleva wunida digoxigenina, también
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proporcionada por el kit. El tiempo de incubacion fue de 2 horas y 40

minutos.

Una vez finalizé la incubacion, se lavé la membrana dos veces, a temperatura
ambiente, con una solucion de lavado compuesta por SSC 2X y SDS 0.1%. La
duracion de cada lavado fue de 5 minutos. Seguidamente, se realizaron otros
dos lavados, de 17 minutos de duracion cada uno, a 50°C con una solucion
que contenia SSC 0.2X y SDS 0.1%. Un ultimo lavado de 4 minutos de
duracion se llevo a cabo a temperatura ambiente con un tampoén incluido en el

kit.

Seguidamente, se bloqued la membrana durante 30 minutos, a temperatura
ambiente, con la solucién de bloqueo del kit. A continuacion, se anadi6 a la
soluciéon anterior un anticuerpo antidigoxigenina unido a fosfatasa alcalina, a
una concentracion de 75 mU/ml. La incubacion duré 30 minutos y se realizo
a temperatura ambiente. Para eliminar los restos de anticuerpo que no se
unieron a la digoxigenina, se lavo la membrana a temperatura ambiente, con
el tampon de lavado incluido en el kit, dos veces. La duracion de cada lavado
fue de 15 minutos. Tras el tltimo lavado, se incubé la membrana durante 4
minutos a temperatura ambiente con 70 ml del tampén de deteccion del kit.
Finalmente, se procedi6 al revelado: para ello, se puso en contacto la
membrana, durante 15 segundos y a temperatura ambiente, con 11.2 ml de
agua ultra pura estéril, 1.25 ml de tampon de deteccion y 5 ml de sustrato de
la fosfatasa alcalina. Se secé el exceso de liquido y se realizé una
autorradiografia. El tiempo de exposicion fue, aproximadamente, de 4
minutos. Las peliculas utilizadas fueron “Hyperfilm™” de Amersham

Bioscience®.

5.1 ANALISIS DE LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS
TELOMERICOS DE RESTRICCION

Las peliculas se escanearon con el programa informatico “Quantity one®”. La

cuantificacion se realiz6 comparando los resultados obtenidos en cada
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muestra tumoral con su pareja no tumoral, empleando el software "Image

Gauge 3.46%” de Fujifilm.

La heterogeneidad entre los telomeros de distintos cromosomas y células
determina que, tras la hibridacion con la sonda complementaria a las
repeticiones teloméricas, no se obtenga una Unica banda, sino un arrastre que
abarca todas las longitudes de los fragmentos teloméricos de restriccion

presentes en cada muestra.

En cada caso, se estableci6 el parametro de longitud de telomeros (TRF), que
corresponde al valor de la longitud telomérica media en Kb, calculado teniendo
en cuenta las diferentes intensidades de la senal de hibridacion en funcion del
tamano. Cuanto mayor es el peso molecular del fragmento, mayor es la
densidad optica, por lo que es necesaria una homogeneizacion que permita
eliminar el sesgo que este hecho produce. Para ello se determiné la longitud

media de los TRF en cada muestra empleando la formula:
DO1
Media= — 20
(DOi/Li)

DOi es la densidad éptica en la posicion i y Li es la longitud de los TRF, en Kb,

en esa posicion. Esta formula se aplico en un rango de 0.8 a 21.2 Kb.

6. ENSAYO DE LA MEDIDA DE LA ACTIVIDAD
TELOMERASA

La medida de la actividad telomerasa se llevo a cabo a partir de las proteinas
extraidas de las 95 muestras tumorales y no tumorales con el kit de Roche
"Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA®', segin lo descrito en el apartado

“4. Extraccion y valoracion de proteinas”.
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Como controles positivos del ensayo, se utilizaron extractos de células de
rinén humanas inmortalizadas que expresaban telomerasa, linea 293, a una
concentracion de, aproximadamente, 103 células/pl. A partir de estos, se
prepararon los controles negativos. Para ello, se anadieron a 2 pl del control
positivo, 7 ul de agua libre de ARNasas, y se incubaron a 65°C 10 minutos. A
continuacion, se anadieron ARNasas, siendo la concentraciéon final 10 pg/pl.
Se incubaron 30 minutos a 37°C. De esta manera, se degradé el componente
ARN de la telomerasa, inactivandose la enzima. También se empleo el tampon

de lisis, en sustitucion de un extracto proteico, como control negativo.

Se anadieron en diferentes tubos de 0.5 ml, 25 pl de una mezcla de reaccion
proporcionada por el kit y 2 pl del control positivo 6 10 pl del control negativo
preparado anteriormente o los diferentes extractos proteicos. De estos, se
llevaron a cabo dos determinaciones en cada caso: en un tubo se realizo el
ensayo empleando 10 pg de muestra, y en otro, el analisis sobre el mismo
extracto diluido 1:10. De esta forma, se puede controlar la presencia de otras
proteinas en el extracto capaces de inhibir a la enzima Taq ADN polimerasa.
Cada tubo de 0.5 ml se complet6 hasta un volumen de 50 pl con agua libre de
nucleasas. La mezcla de reaccion contenia un tampon Tris HCI, el sustrato de
la enzima telomerasa P1-TS (marcado con biotina), los cebadores (P1-TS y P2),
nucledtidos y la Taq ADN polimerasa. Todos los tubos se sometieron al

programa descrito en la Tabla 5 en un termociclador.

En el primer paso de la reaccion, la enzima telomerasa, si esta presente, anade
repeticiones telomeéricas al extremo 3’ del cebador P1-TS marcado con biotina.
A continuacién, los productos de esta elongacion son amplificados por PCR

usando los cebadores P1-TS y P2.

Una vez finalizo la PCR, se anadieron en tubos nuevos, 20 pl de un agente
desnaturalizante incluido en el kit, y 5 pl del producto amplificado. Se
mezclaron e incubaron 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion,
se anadieron 225 pl de un tampon de hibridacion, también suministrado por

el kit. Este contenia una sonda complementaria a las secuencias repetitivas
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teloméricas unida a digoxigenina. De los 0.25 ml que contenia cada tubo, se
transfirieron 0.1 ml a una placa de ELISA de 96 pocillos, y se incubaron
durante 2 horas con agitacion a 37°C, cubriendo los pocillos para evitar la
evaporacion del contenido. Cada pocillo de la placa estaba tapizado con

estreptavidina, la cual se unié a la biotina del cebador P1-TS.

TIEMPO TEMPERATURA | NUMERO DE CICLOS

Primera elongacion 30 minutos 25°C 1
Inactivacion de la
S minutos 94°C 1
enzima telomerasa
Amplificacion:
Desnaturalizacion 30 segundos 94°C
Hibridacion 30 segundos 50°C 30
Elongacion 90 segundos 72°C
Elongacion final 10 minutos 72°C 1

Tabla 5. Programa empleado en la reaccion de amplificacion para determinar la actividad

telomerasa.

Tras la incubacion, se aspiro la solucion de hibridacion y se lavo cada pocillo
de la placa 3 veces con 0.25 ml de un tampoén de lavado, para eliminar
uniones inespecificas. Este tampon formaba parte del kit. Seguidamente, se
adicion6 un anticuerpo policlonal antidigoxigenina—peroxidasa, incluido en el
kit, a cada pocillo, y a una concentracion final de 10 mU/ml, incubandose
durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion. Se eliminé la
solucion y se lavo cada pocillo 5 veces con 0.25 ml del tampon de lavado.
Finalmente, se anadié 0.1 ml del sustrato, 3, 3’, 5, 5’-tetrametil bencidina
(TMB). Se incub¢ la placa a temperatura ambiente 20 minutos con agitacion,
para que tuviera lugar la reaccion. Tras la incubacion, se anadié 0.1 ml de
una solucion que contenia acido sulfurico, incluida en el kit, para parar la

reaccion. Este reactivo caus6 un cambio de color en los pocillos: de azul a
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amarillo. Cuanto mayor es la actividad de la enzima telomerasa, mayor

intensidad de color (Figura 17).

1. Elongacion por accion 5 pLTS oI —> I — I —
de la telomerasa N Repeticiones teloméricas
Biotina afiadidas por la telomerasa

Y
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Figura 17. Representacion esquematica del ensayo de medida de la actividad telomerasa.
P1-TS es el sustrato de la enzima telomerasa y un cebador; P2 es el otro cebador; P3
representa a la sonda complementaria a las secuencias repetitivas teloméricas marcada

con digoxigenina (adaptada de la Tesis Doctoral de Cristina Garcia-Aranda, 2006).

6.1 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA

Con el programa bioinformatico “Microplate manager 5.2%”, se midio la
absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de 450 nm, usando como

referencia una longitud de onda de 690 nm.

Se consideraron telomerasa positivas aquellas muestras cuyo valor de
absorbancia (A4s0 — Asoo) fue superior a 0.2. Los controles positivos y negativos
se consideraron validos cuando la absorbancia fue superior a 1.5 e inferior a

0.2, respectivamente.
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7. EVALUACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION

GENICA CON MATRICES DE ADN
COMPLEMENTARIO

Los ensayos de expresion de ARN mensajero se llevaron a cabo utilizando
matrices de ADN complementario comerciales. Se siguidé el protocolo de
“GEArray Q Series Human Genome Stability/DNA Repair Gene Array” de
SuperArray®. Gracias a la tecnologia de las matrices, fue posible analizar la
expresion de 96 genes asociados con el mantenimiento de la estabilidad
gendmica y con la reparacion del ADN. Los genes pertenecen a las siguientes
vias:

* Reversion directa del dafio en el ADN: DEPC-1, MGMT.

¢ Reparacion por escision de bases: ADPRT, ADPRTL2, ADPRTL3, APEX1
(APEX, REF1), APEX2 (APEXLZ2), FLJ10858, LIG3, MBD4, MUTYH (MYH),
NEIL1, NEIL2, NTHL1 (NTH1), OGG1, SMUGI1, TDG, UNG, XRCC1.

* Reparacion por escision de nucleotidos: CCNH, CDK7, CETN2, CKN1
(CSA), DDB1, DDB2, ERCC1, ERCC2 (XPD), ERCC3 (XPB), ERCC4 (XPF),
ERCCS (XPG), ERCC6 (CSB), GTF2H1, GTF2H2, GTF2H3, GTF2H4, LIG1,
MNATI, RAD23A (HHR23A), RAD23B (HR23B), RPA1, RPA2, RPA3, XAB2
(HCNP), XPA, XPC.

¢ Reparacion de apareamientos incorrectos de bases: MLHI, MLHS3,
MSH2, MSH3, MSH4, MSH5, MSH6, PMS1, PMS2, PMS2L3, PMS2L4
(PMS6).

* Reparaciéon por recombinacion homoéloga y no homologa: BRCAI,
BRCA2 (FANCB/FANCDI1), DCLREIC (SNM1C), DMC1, G22P1 (KU70),
LIG4, MRE11A, NBSI1, PRKDC, RAD50, RAD51C, RAD51L1 (RAD51B),
RADS51L3 (RAD51D), RAD54B, RAD54L, XRCC2, XRCC3, XRCC4, XRCC5
(KU8O0).

* Reparacion por la ruta dependiente de RAD-6: RAD18, UBE2A (RAD6A),
UBEZ2B (RAD6B), UBE2I (UBC9), UBE2N (UBC13), UBE2V2 (MMS2).

» Otros genes implicados en la estabilidad del genoma: ATM, ATR,
DCLREIA (SNM1), DCLREIB, DUT, EXOIl, FENI1, PNKP, RECQL4,
RECQLS5, TERF1, TERF2, TERT (TCS1), TOP3A, TOP3B.
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En la matriz, también estan incluidos varios genes de expresion constitutiva:
GAPDH, CICLOFILINA A, RPLI3A y JB-ACTINA. Asimismo, también estan

incluidos dos controles negativos: PUC 18 (ADN bacteriano) y blancos.

Se seleccionaron 21 muestras tumorales, pertenecientes a 21 pacientes, que
presentaban una integridad del ARN o6ptima para la realizacion del ensayo. Las

caracteristicas clinico-patologicas de estos se resumen en la Tabla 6.

CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS N° DE CASOS
Estadio 21
I 13
II 0
IIIA 2
11IB 3
A% 3
Tipo histolégico 21
Adenocarcinoma 9
Carcinoma epidermoide 9
Carcinoma indiferenciado de célula grande 3
Recidiva 21
Positiva )
Negativa 12
Sospecha 3
No intervalo libre de enfermedad 1

Tabla 6. Caracteristicas clinico-patoldogicas de la poblaciéon de 21 tumores de pulmén en la
que se evalud la expresion del ARN mensajero de 96 genes implicados en la reparacion y

estabilidad del ADN.

De las 21 muestras tumorales, 11 acortaban significativamente las secuencias
teloméricas, esto es, los telomeros en las muestras tumorales mostraban un
grado de acortamiento igual o superior al 20% con respecto a los telomeros de
la muestra no tumoral. Las 10 muestras tumorales restantes mantenian las

secuencias telomeéricas, es decir, los telomeros en las muestras tumorales se
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acortaban menos de un 20%, o bien, se alargaban, con respecto a su

correspondiente muestra no tumoral.

Con respecto a la actividad telomerasa, 6 de ellas carecian de actividad,

mientras que 15 mostraron actividad enzimatica.

Como control no tumoral, se analizé una mezcla de ARNs procedentes de

tejido no tumoral de 8 pacientes.

7.1 SINTESIS DE LA SONDA DE ADN COMPLEMENTARIO
MARCADO

El primer paso del ensayo consisti6 en realizar una reaccion de
retrotranscripcion (RT) y marcaje para transformar el ARN mensajero en ADN
complementario marcado. Se empleé el kit “AmpoLabeling-LPR™” de
SuperArray®. Para ello, se anadieron a un tubo de 0.5 ml, 2 pug de ARN, 1 pl de
cebadores, proporcionados por el kit, y se completé volumen hasta 10 pl con
agua libre de nucleasas. En un termociclador se aplico el programa descrito en

la Tabla 7, cuyo objetivo era conseguir que los cebadores se unieran al ARN.

TIEMPO TEMPERATURA | NUMERO DE CICLOS

Hibridacién 3 minutos 70°C 1

Incubacién 10 minutos 37°C 1

Tabla 7. Programa empleado para conseguir la union de los cebadores al ARN.

Mientras se producia la incubacion a 37°C, se prepar6 la mezcla de la reaccion

de retrotranscripcion (Tabla 8), que contenia: tampon 5X GEAlabeling (BN),
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agua libre de nucleasas, inhibidor de ARNasas y la enzima transcriptasa

reversa. Todos los reactivos fueron suministrados por el kit.

REACTIVOS 1 MATRIZ 2 MATRICES 4 MATRICES
Tampon BN 4 ul 8 ul 16 pl
Agua libre de ARNasas 4 ul 8 ul 16 pl
Inhibidor de ARNasas 1l 2 ul 4 ul
Transcriptasa reversa 1l 2 ul 4 pl
Volumen final 10 pl 20 ul 40 pl

Tabla 8. Descripcion de las cantidades y reactivos empleados en la RT, en funcion del

nimero de matrices a hibridar.

La mezcla de la reaccion se atemperéo a 37°C durante 1 minuto. A
continuacion, se transfirieron 10 pl a cada tubo de 0.5 ml y se incub6 a 37°C
durante 25 minutos en el termociclador. Para parar la reaccion, se aumento la
temperatura hasta 85°C, 5 minutos, lo que no so6lo inactivé a la enzima
transcriptasa reversa, sino que, ademas, hidrolizé el ARN. La reaccion RT

finalizada se mantuvo en hielo.

Para la reaccion de marcaje y amplificacion del ADN complementario se
emplearon los reactivos de la Tabla 9. Por cada reaccion RT se usaron 30 pl de
la mezcla descrita y se sometio al programa del termociclador reflejado en la

Tabla 10.

Finalmente, el ADN complementario se desnaturalizd, sometiéndolo a 94°C

durante 2 minutos e, inmediatamente, introduciéndolo en hielo.
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REACTIVOS 1 MATRIZ | 2 MATRICES | 4 MATRICES
Tampon L 18 ul 36 pl 72 ul
Tampon AF (cebadores
9 ul 18 ul 36 ul
especificos)
Biotina-16-dUTP 2 ul 4 ul 8 ul
ADN polimerasa 1 2 ul 4 ul
Volumen final 30 ul 60 ul 120 pl

Tabla 9. Descripcion de las cantidades y reactivos empleados en la reaccion de marcaje y

amplificacion del ADN complementario, en funciéon del nimero de matrices a hibridar.

TIEMPO TEMPERATURA | NUMERO DE CICLOS
Desnaturalizacion
5 minutos 85°C 1
inicial
Amplificacion:
Desnaturalizacion 1 minuto 85°C
Hibridacion 1 minuto 50°C 30
Elongacion 1 minuto 72°C
Elongacion final 5 minutos 72°C 1

Tabla 10. Programa empleado en la reaccion de amplificacion y marcaje del ADN

complementario.

7.2 HIBRIDACION Y DETECCION

Previamente a 1la sintesis de la sonda de ADN

complementario
marcada, se prehibridé la matriz. De esta manera, se redujo el tiempo de

duracion del ensayo, pues el protocolo especificaba que la prehibridacion
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debia durar entre 1 y 72 horas. El primer paso consistio en humedecer la
matriz con 5 ml de agua ultra pura estéril. Se calenté la soluciéon de
hibridacion, proporcionada por el kit, a 60°C y ADN de esperma de salmoén a
100°C durante 5 minutos, enfriandolo en hielo inmediatamente después, para
su desnaturalizacion. Para cada matriz se necesitaron 2 ml de solucién de
hibridacion y ADN de esperma de salmén a una concentracion final de
100 pg/ml. Ambos se mezclaron y calentaron a 60°C. Se elimind el agua de los
tubos que contenian las matrices, y se anadié la solucién de prehibridacion.
La prehibridacion se realiz6 en un horno de hibridacion a 60°C durante 6

horas, aproximadamente.

Transcurrida la prehibridacion y la sintesis de la sonda, se procedi6 a realizar
la hibridacion de las matrices. Para ello, se anadi6é a 0.75 ml de la solucion de
prehibridacion calentada a 60°C, el ADN complementario desnaturalizado y
marcado de cada muestra. Se mantuvieron unos minutos a 60°C y se
anadieron a los tubos, tras eliminar de estos la solucion de prehibridacion. La
hibridacion se desarrolld6 durante una noche a 60°C en el horno de

hibridacion.

Finalizada la hibridacion, se procedié a realizar una serie de lavados con
objeto de eliminar el exceso de sonda que no se uni6 al ADN complementario
de las matrices. Se realizaron 4 lavados de 15 minutos cada uno, a 60°C, en el
horno de hibridacion. Antes de cada lavado, cada tubo se agito con el vortex.
Para los dos primeros se empleé una solucién compuesta por SSC 2X y
SDS 1%; para los dos ultimos, SSC 0.1X y SDS 0.5%. La cantidad empleada

fue de 5 ml para cada matriz y cada lavado. La sonda se almaceno a —20°C.

Los pasos incluidos en la deteccion quimioluminiscente se realizaron a
temperatura ambiente. Tras eliminar la ultima solucion de lavado, se
anadieron 2 ml de la solucion de bloqueo, proporcionada por el kit, a cada
tubo. Esta, se precalentd, previamente, a 37°C para disolver los posibles
precipitados formados durante su almacenamiento a 4°C. La incubacion duro
40 minutos. A continuacién, se anadi6 a cada uno fosfatasa alcalina

conjugada con estreptavidina. Esta se diluyé 1:8.000 en un tampé6n, tampén
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F, proporcionado por el kit y precalentado a 37°C por lo expuesto
anteriormente. A cada tubo se le anadieron 2 ml y se incubaron durante 10
minutos. Finalmente, se lavdo cada matriz 4 veces con 4 ml del tampon F. Se
agitaron con un vortex entre cada lavado, siendo la duracion de cada uno 5
minutos. Se realizaron otros dos lavados con 3 ml de otro tampén incluido en
el kit, tampon G, tras lo cual, se anadi6 a cada tubo 1 ml del sustrato,
CDP-Star. Se incub6 5 minutos con él y se procedio a realizar el revelado. Para
ello, se seco la matriz del exceso de liquido, se introdujo en un cassette y se
expuso una pelicula durante una media de 15 segundos. Las peliculas

utilizadas fueron “Hyperfilm™” de Amersham Bioscience®.

7.3 ANALISIS DE LAS MATRICES DE ADN
COMPLEMENTARIO

El analisis de las matrices se realizo con el programa “GEArray Expression
Analysis Suite” de Superarray . Primeramente, las peliculas se escanearon con
el programa informatico “Quantity one®”. La imagen se guardé6 en formato Tiff
y 16 bits por canal. Los niveles de expresion génica de la poblacion se
normalizaron con el gen de expresion constitutiva PPIA (CICLOFILINA A). El
programa de Superarray’ nos permiti6 determinar qué genes estaban
expresados = 2 veces en las distintas muestras tumorales con respecto a la
poblacion no tumoral. Asimismo, se determinaron las diferencias de expresion
entre la poblacion de tumores que mostraba un acortamiento significativo de
los telomeros y aquella que los mantenia. En el estudio también se evaluaron
las diferencias de expresion entre los tumores que mostraron actividad

telomerasa y aquellos en los que no se detecto actividad.
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8. EVALUACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION
GENICA MEDIANTE PCR CUANTITATIVA A TIEMPO
REAL

El ensayo de expresion de ARN mensajero con matrices de ADN
complementario nos permitié seleccionar una serie de genes cuyos niveles de
expresion se validaron mediante la técnica PCR cuantitativa a tiempo real.
Este ensayo, basado en la PCR convencional, es altamente sensible y permite
detectar pequenos cambios en los niveles de expresion génica, pues

determina, en tiempo real, la amplificacion del fragmento de interés.

Partiendo de ARN, se realiza una retrotranscripcion, transformando el ARN
mensajero en ADN complementario, y éste se hibrida con una sonda
fluorescente de longitud entre 20 y 26 nucleotidos disenada para unirse entre
los cebadores. La sonda lleva unida en el extremo 5’ un fluoréforo y en el
extremo 3’ un amortiguador de la fluorescencia. Cuando la sonda esta intacta,
la proximidad de ambos implica una supresion de la fluorescencia. Durante la
reaccion de PCR, y gracias a la actividad nucleasa 5’—3’ de la enzima ADN
polimerasa, ambas moléculas se separan, lo que da como resultado un
aumento de la fluorescencia a medida que se forman nuevos productos de
PCR. Este proceso ocurre en cada ciclo y no interfiere con la acumulacion
exponencial del producto. La Figura 18 ilustra la reaccion de PCR cuantitativa

a tiempo real.

En cada ciclo, se duplica la cantidad de ADN hasta que llega a una fase de
meseta. Esto se refleja en un grafico, Figura 19, en el que en el eje de
ordenadas estan representadas las unidades arbitrarias de fluorescencia y en
el eje de abscisas el numero de ciclos. La PCR cuantitativa a tiempo real se
basa en evaluar la reaccion de amplificacion cuando esta en fase logaritmica:
se determina el nimero de ciclo a partir del cual el aumento de fluorescencia
es logaritmico. Este punto se llama umbral, lo establece el usuario, y el

numero de ciclo que lo cruza se denomina Cr.
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Figura 18. Esquema representativo de la técnica PCR cuantitativa a tiempo real. La “F”

representa al fluoréforo y la “A” a la molécula que amortigua la fluorescencia.
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Figura 19. Representacion grafica de la reaccion de PCR cuantitativa a tiempo real. En el
eje de ordenadas estan representadas las unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.F.) y
en el eje de abcisas el nimero de ciclos. La linea horizontal naranja marca el umbral y, el

punto donde se cruzan con ella las curvas de amplificacion, el Cr.
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El ensayo de PCR cuantitativa a tiempo real se realiz6 en 37 muestras
tumorales, incluidas las 21 analizadas con las matrices de ADN
complementario, asi como en la mezcla de 8 muestras de tejido no tumoral
empleada como control en el estudio de matrices. El niumero de muestras
tumorales con acortamiento significativo de las secuencias teloméricas, con
respecto a su correspondiente muestra no tumoral, fue 22, mientras que 15
mantenian la longitud de éstas. Con respecto a la actividad telomerasa, 10
muestras tumorales carecian de actividad enzimatica, mientras que se detecto

actividad en 27.

Las caracteristicas clinico-patologicas de las 37 muestras tumorales quedan

reflejadas en la Tabla 11.

CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS N° DE CASOS
Estadio 37
I 20
II 0
IIIA 5
I11IB 4
v 4
Desconocido 4
Tipo histologico 37
Adenocarcinoma 12
Carcinoma epidermoide 17
Carcinoma indiferenciado de célula grande 4
Desconocido 4
Recidiva 37
Positiva 3
Negativa 20
Sospecha 3
No intervalo libre de enfermedad 2
Desconocido 4

Tabla 11. Caracteristicas clinico-patologicas de la poblacion de 37 tumores de pulmén en
la que se evalu6é la expresion del ARN mensajero de distintos genes mediante PCR

cuantitativa a tiempo real.
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8.1 SINTESIS DEL ADN COMPLEMENTARIO

Para sintetizar ADN complementario a partir de ARN se empleo el kit
“High-Capacity cDNA Achive” de Applied Biosystems®. Se partio de 2 pg de
ARN, diluyéndolo hasta un volumen de 50 pl con agua libre de nucleasas. A
continuacion, se preparo la mezcla de la reaccion de retrotranscripcion 2X,
utilizando los componentes que proveia el kit. Las cantidades y reactivos
empleados estan descritos en la Tabla 12. El inhibidor de ARNasas no estaba

incluido en el kit y fue adquirido de la casa comercial Applied Biosystems®.

REACTIVOS VOLUMEN (ul)/ REACCION
10X Tampon de la reaccion de
Ny 10 pl
retrotranscripcion

25X Mezcla de dNTPs 4 nl
10X cebadores que hibridan al azar 10 ul
Enzima transcriptasa reversa 51l

MultiScribe™ 50 U/pul H
Inhibidor de ARNasas 50 U/nul Sul
Agua libre de nucleasas 16 ul
Volumen final S0 ul

Tabla 12. Descripcion de los reactivos y cantidades empleados en la reacciéon de

retrotranscripcion.

La reaccion de retrotranscripcion se realizé en un termociclador aplicando el

programa descrito en la Tabla 13.
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TIEMPO TEMPERATURA
Hibridacion de los
10 minutos 25°C
cebadores
Retrotranscripcion 120 minutos 37°C

Tabla 13. Programa utilizado en la sintesis de ADN complementario a partir del ARN.

La concentracion final obtenida de ADN complementario fue de 20 ng/pl en un

volumen de 100 pl. Este se alicuote6 y almacené a —20°C hasta su uso.

8.2 COMPROBACION DE LA REACCION DE
RETROTRANSCRIPCION

Para comprobar que la reaccion habia tenido lugar adecuadamente, se realizo
una PCR de comprobacion empleando cebadores exén-exon de la enzima
GAPDH. Estos cebadores presentan la caracteristica de que sé6lo hibridan con
el ADN complementario, evitando interferencias con ADN genoémico. Los
cebadores se adquirieron de la casa comercial Sigma-Aldrich®, siendo su
secuencia la siguiente:

¢ Cebador adelantado: 5’ GATCATCAGCAATGCCTCCTG 3’

* Cebador retrasado: 5’ TGGCATGGACTGTGGTCATG 3’

Los demas reactivos empleados en la reaccion de PCR, asi como las

concentraciones y cantidades empleadas, estan descritos en la Tabla 14.

Tras preparar la mezcla de reacciéon en un tubo de 0.5 ml, éste se sometio al

programa detallado en la Tabla 15, en un termociclador.

Finalizada la reaccion de amplificacion, se realizo un gel de agarosa al 2% con

TBE 1X, al que se le anadi6 bromuro de etidio para poder visualizar el
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producto de la PCR. El tamano de éste era de 100 pares de bases. Se cargaron
20 pl del producto amplificado junto al tampon de carga 1X. Como marcador
de peso molecular, se emple6 Ecoladder 4, de la casa comercial Ecogen,
cargandose 10 pg. El rango de pesos moleculares va desde 100 pares de bases
hasta 1.000, de 100 en 100, exceptuando el fragmento de 900 pares de bases.

La electroforesis se realizo a 120V durante 30 minutos.

REACTIVOS (CASA COMERCIAL) VOLUMEN (ul)/ REACCION

10X Tampoén sin MgCl: (Biotherm™) Sul
MgCl2 50 mM (Biotherm™) 2 ul
Mezcla de dNTPs 10 mM (Promega®) 1 pl

ADN polimerasa 5 U/pl (Biotherm™) 0.25 nl
Cebador adelantado 10 pM (Sigma®) 1l
Cebador retrasado 10 pM (Sigma®) 1l

Agua libre de nucleasas 38.75 pl
ADN complementario 1pl
Volumen final S0 ul

Tabla 14. Descripcion de los reactivos y cantidades empleados en la reaccion de PCR para
amplificar un fragmento de ADN complementario de GAPDH. Entre paréntesis aparece la

casa comercial que nos suministro los reactivos.
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TIEMPO TEMPERATURA | NUMERO DE CICLOS
Desnaturalizaciéon 2 minutos 94°C 1
Amplificacion:
Desnaturalizacion | 30 segundos 94°C o
Hibridacion 30 segundos 55°C
Elongaci6én 90 segundos 72°C
Elongacion final 10 minutos 72°C 1

Tabla 15. Programa empleado en la reaccion de amplificacion del fragmento de ADN

complementario de GAPDH.

8.3 PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL

Para realizar la reaccion de PCR cuantitativa a tiempo real se empleo el kit
“TagMan® Gene Expression Assays” de Applied Biosystems®. En cada ensayo
se empleaban dos cebadores especificos no marcados, para amplificar la
secuencia de interés, y una sonda MGB (Minor Groove Binder) TagMan®
especifica marcada con el fluoréforo 6-FAM™ en el extremo 5 y un
amortiguador de la fluorescencia no fluorescente (NFQ, Non Fluorescent
Quencher) en el extremo 3’. Estos componentes venian formulados como una
unica mezcla 20X (sonda 250nM y cebadores 900nM cada uno, concentracion
final). Las sondas adquiridas, salvo la dirigida frente a GTF2H]1, eran de tipo
m, es decir, estaban disefiadas para hibridar en la zona de union de dos
exones, de manera que asi se descartaba la emision de fluorescencia como
consecuencia de la amplificacion de ADN genomico. La sonda dirigida frente a
GTF2H1 era de tipo g, es decir, podia detectar ADN gendmico. Las sondas
empleadas fueron especificas de las siguientes moléculas: DCLRE1C, ERCCS3,
FLJ10858, GTF2H1, MLH1, MSH4, MSH6, NTHL1, PARP1, PARP3, PMS1, PPIA,
PRKDC, TERT, TOP3B, TRF1, TRF2, XAB2 y XRCCS5.
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Ademas de la sonda y los cebadores especificos, para realizar la amplificacion
se requirieron desoxinucleotidos, un tampén optimo para la reacciéon y la
enzima ADN polimerasa. Estos componentes se adquirieron de Applied
Biosystems®, en forma de una mezcla de reaccion llamada “TagMan® Fast
Universal PCR Master Mix (2X), No AmpErase® UNG”. La enzima incluida en
esta mezcla era AmpliTaq Gold® y tenia la peculiaridad de activarse sélo a
altas temperaturas, no requiriendo activaciéon previa. La Tabla 16 muestra las
cantidades de cada componente empleadas en la reaccion de PCR cuantitativa

a tiempo real.

REACTIVOS VOLUMEN (pnl)/ REACCION
Mezcla de los cebadores y la sonda 20X 1
TagMan® Fast Universal PCR Master -
Mix (2X), No AmpErase® UNG H
Agua libre de nucleasas 8 ul
ADN complementario 1l
Volumen final 20 ul

Tabla 16. Descripcion de los reactivos y cantidades empleados en la reaccion de PCR

cuantitativa a tiempo real.

Para llevar a cabo la reaccion se partio de 20 ng de ADN complementario,
siendo cantidad suficiente para obtener una deteccién optima con todos los
ensayos. Las amplificaciones de cada muestra se realizaron por duplicado y en
una placa de 96 pocillos (“Optical 96-Well Fast Thermal Cycling Plate with
Barcode”, de Applied Biosystems®). Asimismo, se incluyeron dos controles
negativos por ensayo para confirmar que la amplificacion obtenida era

exclusivamente debida al ADN complementario de la muestra en estudio.

93



Material y Métodos

Estos consistieron en agua libre de nucleasas, sonda y cebadores especificos
del gen analizado y mezcla de reaccion. Cada placa se repitio, al menos, dos

VECES.

En la Tabla 17 queda reflejado el programa del termociclador empleado para

llevar a cabo la amplificacion.

TIEMPO TEMPERATURA | NUMERO DE CICLOS
Desnaturalizacién | 20 segundos 95°C 1
Amplificacion:
Desnaturalizacion 1 segundo 95°C -
Hibridacion/ 20 segundos 60°C
Elongacion

Tabla 17. Programa empleado en la amplificaciéon por PCR cuantitativa a tiempo real.

Para determinar si la sonda g dirigida frente a GTF2H1 detectaba ADN
genomico, se realizo una RT en la que estaban presentes todos los
componentes necesarios para que tuviera lugar la reaccion, salvo la enzima
transcriptasa reversa. A continuacion, se comprob6é que no habia habido
amplificacion mediante el procedimiento descrito en el apartado
“8.2 Comprobacion de la reaccion de retrotranscripcion” y se realizé6 una PCR
cuantitativa a tiempo real. Al no detectarse emision de fluorescencia, se

determiné que el ensayo podia ser usado en nuestras muestras.
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8.4 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE PCR
CUANTITATIVA A TIEMPO REAL

El procedimiento empleado para analizar los datos de PCR cuantitativa a
tiempo real fue el método comparativo Cr. Este método se basa en comparar
los valores Cr de la muestra de interés con el de un control o calibrador que,
en nuestro caso, fue la mezcla de muestras no tumorales. Ambos Cr fueron
normalizados con PPIA, el gen de expresion constitutiva empleado en las

matrices de ADN complementario.

Las formulas para determinar los niveles de expresion del ARN mensajero de
la muestra estudiada fueron las siguientes:
[delta]Cr muestra = Ct muestra = Cr endsgeno
[delta]Cr catibrador = Cr catibrador - CrT endsgeno
[delta][delta]Cr = [delta]Cr muestra - [delta]Cr catibrador
RQ = 2 -[deltajidelta]Cr = ntimero de veces que se expresa el gen de interés con

respecto al calibrador.

El valor de RQ del calibrador es 1. Esta aceptado, de manera general, que la
interpretacion de los resultados sea la siguiente:
* RQ < 0.5: expresion de ARN mensajero en la muestra tumoral, al
menos, la mitad que en la mezcla control.
* 0.5 = RQ = 2: expresion de ARN mensajero en la muestra tumoral
similar a la mezcla control.
* RQ > 2: expresion de ARN mensajero en la muestra tumoral, al menos,

el doble que en la mezcla control.

9. ACTIVIDAD TELOMERASA Y PARP3

De los genes que mostraron diferencias significativas de expresion de ARN

mensajero, en funcién de la actividad telomerasa, se profundiz6 en el estudio
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de PARP3. Este se localiza en el brazo corto del cromosoma 3, region
3p21.31-p21.1. Dicha region se ha relacionado con la carcinogénesis
pulmonar, ya que las deleciones en 3p representan la alteracion citogenética
mas frecuente en cancer de pulmoén. De hecho, alrededor del 75% de los
CNMPs presentan delecionada esa zona. Asimismo, ha sido descrita la
existencia, en dicha region, de genes supresores de tumores relacionados con
la regulacion negativa de la actividad telomerasa. Por todo ello, nos
propusimos profundizar en el estudio PARP3. En primer lugar, se analizaron
pérdidas de heterozigosidad (LOHs) en 2 marcadores polimorficos cercanos a
PARP3. Seguidamente, se llevaron a cabo analisis de polimorfismos de un solo
nucleodtido (SNPs) en dicho gen. Por ultimo, se establecido un estudio in vitro
para intentar determinar variaciones de actividad telomerasa en funcion de

diferencias en la expresion de PARPS.

9.1 DETERMINACION DE PERDIDAS DE
HETEROZIGOSIDAD (LOHs) EN LOCI CERCANOS A PARP3

Debido a la no existencia de marcadores polimoérficos en PARP3, cromosoma
3p locus 51951401-51957921 (coordenadas VEGA), se realizé un ensayo de
pérdidas de heterozigosidad en las regiones mas cercanas al gen: loci

51882304-51882524 y 52316909-5231713 (Figura 20).

Los cebadores para analizar los marcadores polimorficos, D3S3026 y
D3S3561, fueron sintetizados por la casa comercial Sigma® y sus secuencias
fueron las siguientes:
+ D3S3026: 5’ GCATCTTTGGTCCCAGCTAC 3’
3’ TAAATGGAACACCCTGTGGT 5’
» D3S3561: 5’ TCCTGGGGACTGTGATG 3’
3’ GGTGACTGGAGGTTCAAG 5’

En el extremo 5’ del cebador adelantado se une un fluoréforo para su posterior

deteccion. En el caso de D3S3026 fue 6-FAM y para D3S3561, TET. Debido a
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que la emision de fluorescencia se produce a distinta longitud de onda, ambos
marcadores pudieron ser analizados simultaneamente, si bien la reaccion de
amplificacion se realizé por separado. Los tamafos de los fragmentos

amplificados fueron de 209-226 y 185-229 pares de bases, respectivamente.
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Figura 20. A la izquierda, representacion esquematica del brazo corto del cromosoma 3
donde se encuentran el gen PARP3 y los marcadores empleados para el estudio de LOHs.
Las flechas indican el loci de cada uno de ellos. A la derecha, ampliacion de la zona donde

se localizan PARP3 y los marcadores D3S3026 y D3S3561.

El ensayo se llevo cabo en 95 CNMPs, la serie completa investigada en esta
Tesis. El estudio de pérdidas de heterozigosidad se realizd6 Ginicamente en las
muestras informativas, es decir, aquellas en las que se detectd
heterozigosidad, lo que se determino por el diferente tamafno de los alelos del
marcador correspondiente, cuando se analizaron las muestras no tumorales
de cada paciente. De ahi, que el numero de pacientes que formaron parte del
estudio para el marcador D3S3026 fuera 64; en el caso del marcador
D3S3561 fueron 69 y, cuando se estudiaron ambos simultaneamente, sélo 50

pacientes pudieron ser evaluados. En las Tablas 18, 19 y 20 se resumen,
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respectivamente, las caracteristicas clinico-patologicas de los tumores que

formaron parte de cada grupo.

CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS N° DE CASOS

Estadio 64

I 38

I 4

[IIA 18

I11B 1

v 3

Tipo histologico 64
Adenocarcinoma 28
Carcinoma epidermoide 34
Carcinoma indiferenciado de célula grande 2
Recidiva 64
Positiva 15
Negativa 45

Sospecha 3

No intervalo libre de enfermedad 1

Tabla 18. Caracteristicas clinico-patolégicas de la poblacion de 64 tumores de pulmén en

la que evalué la existencia de LOHs en el locus D3S3026.
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CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS N° DE CASOS

Estadio 69

I 38

II 4

IIIA 23

I11B 1

v 3

Tipo histologico 69
Adenocarcinoma 26
Carcinoma epidermoide 41
Carcinoma indiferenciado de célula grande 2
Recidiva 69

Positiva 21

Negativa 43

Sospecha 3

No intervalo libre de enfermedad 2

Tabla 19. Caracteristicas clinico-patolégicas de la poblacion de 69 tumores de pulmén en

la que evalué la existencia de LOHs en el locus D3S3561.

Se emplearon 50 ng de ADN genomico para la amplificacion del posible
fragmento polimorfico con cada uno de los marcadores. Los reactivos y
concentraciones de cada amplificacion (Tabla 21), asi como el programa del
termociclador (Tabla 22) fueron los mismos para los analisis de los dos

marcadores considerados.

Tras las sucesivas amplificaciones, se realizo una electroforesis en geles de
agarosa al 1.2% con TBE 1X y bromuro de etidio para poder visualizar las
bandas. Se cargaron S5 pl de muestra junto al tampén de carga 1X. Como
marcador de peso molecular, se emplearon 10 pg de ®X 174 DNA/Hae III
(Promega®). Los pesos moleculares del marcador son los siguientes: 118 pares
de bases, 194 pares de bases, 234 pares de bases, 271 pares de bases, 281
pares de bases, 310 pares de bases, 603 pares de bases, 872 pares de bases,
1078 pares de bases y 1353 pares de bases. La electroforesis se desarrolld

durante 30 minutos a 120V.
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CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS N° DE CASOS

Estadio 50
I 29

II 3
IITA 15

I11B 1

v 2
Tipo histolégico 50
Adenocarcinoma 20
Carcinoma epidermoide 29
Carcinoma indiferenciado de célula grande 1
Recidiva 50
Positiva 16
Negativa 33
Sospecha 1

Tabla 20. Caracteristicas clinico-patolégicas de la poblacion de 50 tumores de pulmén en

la que evalué la existencia de LOHs en los loci D3S3026 y D3S3561.

Para el analisis de LOHs, 1 pl de cada uno de los productos de la reaccion de
amplificacion de los dos marcadores, se desnaturalizé con 25 pl de formamida
desionizada (Applichem). Asimismo, se anadieron 0.5 pl de “GeneScan™ 500
TAMRA Size™ Standard” (Applied Biosystems®), marcador de peso molecular
interno. La mezcla se analiz6 con el aparato Abi Prism™ 310 Genetic Analyser,

de Applied Biosystems®.
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REACTIVOS (CASA COMERCIAL) VOLUMEN (ul)/ REACCION
10X Tampon sin MgClz (Biotherm™) 2pl
MgCl2 50 mM (BiothermT™) 1l
Mezcla de dNTPs 10 mM (Promega®) 0.2 pl
ADN polimerasa 5 U/pl (Biotherm™) 0.3 pl
Cebador adelantado 2uM (Sigma®) 2pl
Cebador retrasado 2pM (Sigma®) 2 ul
Agua libre de nucleasas c.s.p. 20 ul
Volumen final 20 ul

Tabla 21. Reactivos y cantidades empleados en la reaccion de amplificacion de los
marcadores polimorficos D3S3026 y D3S3561. Entre paréntesis figura la casa comercial

de la que se adquirieron los distintos productos.

TIEMPO TEMPERATURA | NUMERO DE CICLOS
Desnaturalizacion 4 minutos 95°C 1
Amplificacion:
Desnaturalizacion | 10 segundos 95°C -
Hibridacion 10 segundos 62°C
Elongaci6én 20 segundos 72°C
Elongacion final 7 minutos 72°C 1

Tabla 22. Programa empleado en la reaccion de amplificacion de los marcadores

polimérficos D3S3026 y D3S3561.
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9.1.1 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LOHs EN LOCI
CERCANOS A PARP3

Para el analisis de la posible pérdida de heterozigosidad se empleo6 el programa
informatico “310 GeneScan® 3.17, de Applied Biosystems®. Se comparo cada
muestra tumoral con su correspondiente muestra de tejido control. Se aplico

la siguiente formula:

Fluorescencia Alelo 2 tumoral / Fluorescencia Alelo 1 tumoral

LOHs =
Fluorescencia Alelo 2 no tumoral / Fluorescencia Alelo 1 no tumoral

La interpretacion de los resultados fue la siguiente:
¢ 0.5 < Cociente < 1.5: el paciente no tenia LOHs en la muestra tumoral.

¢ Cociente < 0.5 6 > 1.5: el paciente tenia LOHs en la muestra tumoral.

9.2 DETERMINACION DE POLIMORFISMOS DE UN SOLO
NUCLEOTIDO (SNPs) EN EL GEN PARP3

El objetivo de estos ensayos fue comprobar si en el locus donde se sitia PARP3
existen polimorfismos de un solo nucleotido (SNPs, Single Nucleotide

Polymorphism) entre los pacientes con CNMP incluidos en esta Tesis.

Para ello, se empled el kit “TagMan® SNP Genotyping Assays” de Applied
Biosystems®. Este ensayo permite su deteccion y amplificacion en muestras de
ADN genomico. De esta manera, se puede genotipar a distintos individuos

para un SNP especifico.

La casa comercial suministra los cebadores para la amplificacion de la
secuencia polimorfica de interés, asi como dos sondas MGB TagMan®. Una de
ellas, marcada con el fluoréforo VIC™ en el extremo 5’, detecta el alelo 1, el
mas comun, y la otra, marcada con el fluoréforo 6-FAM™ en el extremo 5,
detecta el alelo 2. En el extremo 3’ de ambas sondas se encuentra NFQ. La

deteccion esta basada en la emision de fluorescencia de ambas moléculas, a
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distintas longitudes de onda, al ser liberadas durante la amplificacion del
producto, como se describio en el apartado “8. Evaluacion de los niveles de

expresion génica mediante PCR cuantitativa a tiempo real” (Figura 21).

ALELO 1 % ALELO 1
I A A
A
Sonda 1

@

ALELO 2 %’% ALELO?2
I \A
jl |

Figura 21. Ilustracion de la reaccion de discriminacion alélica basada en la amplificacién y

Sonda 2

deteccion con sondas marcadas con fluoréforos. La “F” y la “V” representan a los

fluoroforos y la “A” a la molécula que amortigua la fluorescencia.

Se analizaron las muestras no tumorales de los 94 pacientes afectados de
CNMP incluidos en esta Tesis. De uno de los pacientes no se dispuso de ADN

de la muestra control para llevar a cabo este estudio.

La mezcla de cebadores y sondas se prepardé a la concentracion requerida,
20X, diluyéndola en TE (Tris-HCI 10mM y EDTA 1mM, pH 8). Se emplearon 2
sondas diferentes, correspondientes a 2 SNPs, que habian sido validadas por
la casa comercial:

e Localizacion: 51953367. Polimorfismo T/C. Rs 323868. La frecuencia
de este polimorfismo habia sido previamente analizada en una
poblacion caucasica de 62 individuos, siendo de un 3.2%.

* Localizacion: 51957291. Polimorfismo T/C. Rs 188953. La frecuencia
de este polimorfismo habia sido previamente analizada en dos
poblaciones europeas de 116 y 118 individuos, siendo de un 1% en

ambos estudios.
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Las concentraciones y componentes empleados en la reaccion de amplificacion

y deteccion se detallan en la Tabla 23.

REACTIVOS VOLUMEN (ul)/ REACCION
Mezcla de los cebadores y
la sonda 20X 0-5pl
TagMan® Genotyping
Master Mix (Applied Sl
Biosystems®)
ADN genémico diluido en
agua libre de nucleasas 4.5 pl
(20 ng)
Volumen total 10 ul

Tabla 23. Descripcion de los reactivos y cantidades empleados en la reaccion de

discriminacion alélica.

Las amplificaciones de cada muestra y cada sonda se realizaron por duplicado
y en dos ensayos independientes en una placa de 96 pocillos (“Optical 96-Well
Fast Thermal Cycling Plate with Barcode”, de Applied Biosystems®). Se
incluyeron dos controles negativos por sonda ensayada para confirmar que la
amplificacion obtenida era exclusivamente debida al ADN genomico de la
muestra en estudio. Estos consistieron en agua libre de nucleasas, sonda y

cebadores especificos del SNP analizado y mezcla de reaccion.

El programa de amplificacion es el descrito en la Tabla 24.
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TIEMPO TEMPERATURA | NUMERO DE CICLOS
Desnaturalizacion 10 minutos 95°C 1
inicial
Amplificacion:
Desnaturalizacion | 15 segundos 92°C g
Hibridacion/ 1 minuto 60°C
Elongacion

Tabla 24. Programa empleado en la reaccion de discriminaci6on alélica por PCR.

9.2.1 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE SNPs EN EL GEN PARP3

El analisis de los resultados se realizé con el programa informatico “Sequence
Detection System (SDS)” de Applied Biosystems®. Este programa mide la
fluorescencia emitida por cada fluoroforo durante la reaccién en cada pocillo y,

de esta manera, determina qué genotipo presenta cada muestra.

9.3 ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE TELOMERASA Y
PARP3 UTILIZANDO LINEAS CELULARES DE CANCER NO
MICROCITICO DE PULMON

Para llevar a cabo los estudios in vitro de la actividad telomerasa y su posible
regulacion por la proteina PARP3, se dispuso de 2 lineas celulares humanas

de CNMP: NCI-H522 (H522) y A549 (Figura 22).

La linea celular H522 (numero de la ATCC® CRL-5810™) corresponde a un
adenocarcinoma de estadio II de un var6n caucasico de 60 anos de edad.
Posee una mutacion en el codon 12 del gen K-ras y una mutacion en el codon
191 del gen p53. Son células incapaces de sintetizar el péptido neuromedina B
y el péptido de liberacion de gastrina. La tincion para keratina y vimentina es

positiva pero son negativas para la tincion de la proteina neurofilamentosa.
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La linea celular A549 (numero de la ATCC® (American Type Culture Collection)
CCL-185™) pertenece a un carcinoma de un varéon caucasico de 58 afnos. Se
aislo en 1972. Es positiva para la keratina, mediante la tincion con

inmunoperoxidasa, y sintetiza lecitina y keratina.

H522 A549

Figura 22. Lineas celulares H522 y A549 de CNMP.

Los ensayos encaminados a determinar la posible influencia de PARP3 en la
actividad telomerasa solo pudieron realizarse en la linea celular A549. No se
alcanzo una tasa de transfeccion optima en las células H522, pese a que se

emplearon distintos métodos.

9.3.1 MANTENIMIENTO, PROPAGACION, CONGELACION Y
DESCONGELACION DE LA LINEA CELULAR A549

El medio de mantenimiento de la linea celular fue el recomendado por la
ATCC®: medio Ham’s F12K con glutamina (Gibco®) suplementado con un 10%
de suero fetal bovino (Gibco®), una mezcla de antibiéticos y antimicoticos 1X

(Gibco®) y plasmocin 5 pg/ml (Invivogen).

La propagacion de las células se realiz6 en un incubador a 37°C y con un 5%

de COQ.
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Cada vez que se cambiaba el medio a las células, se dividian o se preparaban
para congelar, se lavaban con PBS 1X, preparado a partir de PBS 10X
(Gibco®), al que se le anadia una mezcla de antibidticos y antimicoticos 1X,

ajustandose el pH a 7-7.5 con NaOH 1N.

Cuando las células presentaban un grado de confluencia mayor a un 90%, se
dividian. Para ello, se lavaban con PBS 1X y, tras aspirarlo, se anadia 1 ml,
aproximadamente, de tripsina (Gibco®) a cada plato. Se aspiraba ésta y se
incubaban las células 1 6 2 minutos a 37°C. Una vez levantadas, se anadia

medio y se repartian equitativamente en el numero de platos deseado.

Para congelar las células, una vez estuvieran a confluencia, se us6 suero fetal
bovino y DMSO (Sigma-Aldrich®) al 10%. Se lavaban y tripsinizaban, segun lo
descrito en los dos parrafos anteriores, y se anadia el suero con el DMSO a
cada plato. La suspension de células se recogia en unos viales, “CryoTube™
Vials” (Nunc™), y se introducia a —-80°C usando un congelador especial, “Cryo
1°C Freezing Container” (Nalgene ™), que contenia isopropanol para que las
células se congelasen paulatinamente. Tras 24 horas, las células se

almacenaban en nitréogeno liquido.

El proceso de descongelacion se hacia rapidamente. Las células se sacaban del
tanque de nitréogeno liquido y se descongelaban a 37°C. Una vez estaban
listas, se sembraban en los platos que contenian el medio, y se introducian en
el incubador. Cuando las células estaban pegadas en el plato, se cambiaba el

medio, previo lavado con PBS 1X, pues el DMSO es téxico para las células.

9.3.2 CARACTERIZACION DE LA LINEA CELULAR A549

9.3.2.1 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ARN MENSAJERO DE
PARP3

Inicialmente, se evaluaron los niveles de expresion génica de PARP3 mediante

PCR cuantitativa a tiempo real. Para ello, se sembraron las células y, una vez
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estuvieron a confluencia, se extrajo el ARN, aplicando el método descrito en el
apartado “2.1 Extraccion del ARN”. El precipitado obtenido se resuspendio en

20 pl de agua libre de nucleasas.

Para determinar los niveles de ARN mensajero, se siguié el protocolo descrito
en el apartado “8. Evaluacion de los niveles de expresion génica mediante PCR
cuantitativa a tiempo real”. Se emplearon los mismos controles negativos y el
gen de referencia fue, nuevamente, PPIA. Los resultados se expresaron como

[delta]Cr, pues no habia calibrador.

9.3.2.2 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ACTIVIDAD TELOMERASA

Para medir la actividad telomerasa de la linea celular A549, se empled el
método TRAP, descrito en el apartado “6. Ensayo de la medida de la actividad
telomerasa”, con ligeras modificaciones. El kit usado fue “Telo TAGGG
Telomerase PCR ELISAPLUS” de Roche®. La variacion que presenta este kit, es
la presencia de una secuencia interna de 216 pares de bases que permite
determinar si existen inhibidores de la enzima Taq ADN polimerasa en la
muestra y, por tanto, evita falsos negativos. Ademas, permite cuantificar los
niveles de actividad telomerasa, mientras que el otro método es

semicuantitativo.

La extraccion de proteinas se realizo6 una vez estuvieron los platos a
confluencia, siguiendo el protocolo descrito en el apartado “4. Extraccion y

valoracion de proteinas”.

Para determinar la actividad enzimatica de telomerasa, se partié de S pg de
extracto proteico. A diferencia del ensayo TRAP realizado en el apartado
“6. Ensayo de la medida de la actividad telomerasa”, al extracto proteico y a la
mezcla de reaccion se le anadié la secuencia interna que, posteriormente, seria
amplificada por la enzima polimerasa. Tras la reaccion de amplificacion, el
producto resultante se separ6 en dos tubos, se desnaturalizé y se incubé cada
uno con un tampon distinto: uno de ellos contenia la sonda que hibridaria con

las secuencias teloméricas, si habia habido elongacion de éstas por parte de la
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enzima telomerasa; el otro contenia una sonda que hibradaria con la
secuencia interna. A partir de aqui, el protocolo del ensayo es igual que el del

kit “Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA”.

Como controles negativos de la actividad telomerasa se emplearon, por un
lado, el extracto proteico de la linea celular, tras tratarlo con ARNasas y calor,
de la misma manera que se describié en el apartado “6. Ensayo de la medida
de la actividad telomerasa”, para inactivar el componente ARN de la enzima
telomerasa; por otro lado, se incluy6 el tampoén de lisis, que sustituy6 a los

extractos proteicos.

Los controles positivos los suministré el kit y consistian en 8 repeticiones
teloméricas, a distintas concentraciones. Estos, ademas, también actuaron

como controles positivos de la amplificacién de la secuencia interna.

9.4. OBTENCION DEL ADN COMPLEMENTARIO DE PARP3
PARA TRANSFECTAR EN LA LINEA CELULAR A549

Se adquirié un clon de bacterias transformadas con el plasmido que contenia
la secuencia completa del gen PARP3, “Ultimate™ ORF Clon” (Invitrogen™).
Este plasmido, llamado vector de entrada, posee la caracteristica de poder
recombinarse con un vector de destino (Invitrogen™), esto es, el ADN
complementario de PARP3 pasa del primer vector a un segundo vector que
contiene un promotor de alta expresion para las células de mamiferos. Esta
tecnologia, denominada “Gateway® Technology”, se basa en el sistema de
recombinacion especifica del bacteriofago lambda, que facilita la integracion de
lambda en el cromosoma de E. coli, de tal manera, que puede tener lugar un
rapido y eficaz movimiento del gen objeto de estudio a diferentes vectores. La
integracion de lambda en el cromosoma de E. coli es mediante una reaccion de
recombinaciéon intermolecular de ADN, mediada por proteinas de
recombinacion codificadas por ambos. En la Figura 23 se representa,
esquematicamente, la reaccion de recombinacion entre el vector de entrada y

el vector de destino.
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£
VECTOR DE ENTRADA VECTOR DE DESTINO

LR Clonase ™

\ 4

PARP3

PRODUCTO DE LA RECOMBINACION VECTOR DE EXPRESION

Figura 23. Representacion esquematica de la reaccion de recombinacion entre el vector de
entrada, que contiene PARP3, y el vector de destino, que contiene un promotor de alta
expresion para las células de mamiferos. Este proceso esta mediado, en este caso, por una

mezcla de enzimas, denominada LR Clonase™ (InvitrogenTM),

9.4.1 ULTIMATE™ ORF CLON DE PARP3 (CLON DE ENTRADA)

El1 ADN complementario de PARP3 estaba contenido en un vector, denominado
pENTR™ 221, y transformado en una cepa de E. coli llamada “T1-pHage
Resistant E. coli’”. Primeramente, se prepararon alicuotas para posteriores
usos. A continuacién, se crecieron estas bacterias en medio LB estéril y
kanamicina y se purifico el plasmido que contenia el ADN complementario de

PARPS3.

9.4.1.1 VECTOR DE ENTRADA pENTR™221

El vector de entrada contiene 2.546 nucleétidos, sin el inserto de ADN
complementario de PARP3. Este esta formado por 1.602 nucleétidos, lo que

hace un total de 4.148 nucleédtidos. Las caracteristicas principales de

pENTR™221 son las siguientes:
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e Secuencias rmB de fin de la transcripcion para evitar la expresion basal
del gen objeto de estudio en las bacterias E. coli.

¢ Secuencias attlLl y attl2, flanqueando al ADN complementario de
PARP3, para la recombinacion en los lugares especificos con el vector
de destino.

* Gen de resistencia a kanamicina para seleccionar los clones de E. coli
que contengan el vector de entrada.

¢ Origen pUC para que exista una alta replicacion y mantenimiento del

plasmido en las bacterias.

En la Figura 24 se muestra un mapa del vector de entrada pENTR™221.

attL1: bases 569-667 . ARy attL2: bases 671-770

rrnB T1: bases 427-470

rrnB T2: bases 268-295 pENTRTM221
GEN DE RESISTENCIA A KANAMICINA:

bases 940-1749

ORIGEN pUC: bases 1870-2543

Figura 24. Mapa del vector de entrada pENTR™ 221.

La secuencia de PARP3 incluida en el vector se corresponde con el ARN
mensajero del transcrito 3, isoforma corta, de este gen. A continuaciéon, se
muestra la secuencia de nucledtidos y su correspondencia con los

aminoacidos que constituyen PARP3:

ATGGCTCCAAAGCCGAAGCCCTGGGTACAGACT GAGGGCCCTGAGAAGAAGAAGEECCEG 60
M AP KPIKPWYV QTEGZPE KKK GR 20

CAGGCAGGAAGGGAGGAGGACCCCT TCCGCT CCACCGCTGAGGCCCTCAAGGCCATACCC . 120
QA GREEDZPFRSTAEALIKAI P 40

GCCAGAGAAGCGCATAAT CCCCGT GGATCCAACATGI CCACTCAGCAGCAACCCCGEGACC 180
AAEKRI I RV DWPTZOCPL S SNWPGT 60
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CAGGT GTATGAGGACTACAACT GCACCCTGAACCAGACCAACATCGAGAACAACAACAAC 240
QVY EDYNUC CTULN QTNI ENNNN 80

AAGT TCTACATCATCCAGCT GCTCCAAGACAGCAACCGCTTCTTCACCTGCTGGAACCGC 300
K F Yyl I QL L QDS SNRFZFTTCWNR 100

TGGGECCGT GT GGGAGAGGT CGGCCAGT CAAAGAT CAACCACT TCACAAGGCTAGAAGAT 360
wWGRV GEV GQSKI NHFTRLED 120

GCCAAAGAAGGACT TTGAGAAGAAAT TTCGGGAAAAGACCAAGAACAACTGGECAGACGCGG 420
A K K DFEKIKZFREIKTIKNNMWAER 140

GACCACTTTGTI GT CTCACCCGGGCAAGTACACACTTATCGAAGTACAGGCAGAGGATGAG 480
DHFVSHZPGIKYTULI EV QATETDE 160

GCCCAGGAAGCT GTGGT GAAGGT GGACAGAGECCCAGT GAGGACTGTGACTAAGCGEGTG 540
AQEAV Y KVDRGPVRTUVTKRYV 180

CAGCCCTGCTCCCTGGACCCAGCCACGCAGAAGCTCATCACTAACATCTTCAGCAAGGAG 600
QP CSLDPATO QKULTI TNI F S KE 200

ATGTTCAAGAACACCAT GGCCCTCATGGACCT GGATGT GAAGAAGATGCCCCTGGGAAAG 660
M FKNTMALMDILDVIKIKMPIL GK 220

CTGAGCAAGCAACAGATTGCACGEGEGT TTCGAGGCCT TGGAGECECTGGAGGAGECCCTG . 720
L S K QQI A RGFEALIEALETEAIL 240

AAAGCCCCCACGGAT GGT GECCAAAGCCT GGAGGAGCTGTCCTCACACTTTTACACCGTC 780
K GpP TDGGOQSLEELSSHFY TV 260

ATCCCGCACAACT TCGECCACAGCCAGCCCCCGCCCATCAATTCCCCTGAGCTTCTGCAG 840
I P HNFGHS QPPPI NSPETILILQ 280

GCCAAGAAGGACAT GCTCCTGGT GCTGECGGACAT CGAGCT GGCCCAGECCCTGCAGGCA 900
AAK K DMLULVL A ADI EL AQAL QA 300

GTI'CTCTGAGCAGGAGAAGACGGT GGAGGAGGT GCCACACCCCCTGGACCGAGACTACCAG 960
vV S EQEKTVEIEVPHUPLDIRDYQOQ 320

CTTCTCAAGT GCCAGCTGCAGCTGCTAGACT CTGGAGCACCTGAGTACAAGGTGATACAG 1020
L L K CQL QL L DS GAPZEYKV I Q 340

ACCTACTTAGAACAGACT GGCAGCAACCACAGGTGCCCTACACTTCAACACATCTGGAAA 1080
T YL EQTGS SNMHRCPTULQH 1T WK 360

GTAAACCAAGAAGGGGAGGAAGACAGATTCCAGGCCCACTCCAAACTGGGTAATCGGAAG T 1140
V NQE GE EDIRFQAMHSKUL GNRK 380

CTGCTGIGGCATGGCACCAACAT GECCGT GGT GECCECCATCCTCACTAGTGEECTCCGC 1200
L L WHGTWNMAYVYV AAI L TS GL R 400

ATCATGCCACATTCTGGTGGECGT GT TGECAAGGGCATCTACT TTGCCTCAGAGAACAGC 1260
I M P HS GGRVGKGI Y F ASE NS 420

AAGTCAGCTGGATATGI TATTGGECATGAAGT GT GGGGCCCACCATGTCGCCTACATGITC - 1320
K S AGYVI GMKCGAHMHYGY MF 440
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CTGGEGT GAGGT GECCCTGEECAGAGAGCACCATATCAACACGGACAACCCCAGCTTGAAG 1380
L GE V AL GREHMHI NTIDNWPS L K 460

AGCCCACCT CCTGGCTTCGACAGT GT CATTGCCCGAGGCCACACCGAGCCTGATCCGACC 1440
S PPPGFDSVI ARGHTEWPTDUPT 480

CAGGACACT GAGT TGGAGCT GGAT GBCCAGCAAGT GGTGGTGCCCCAGRRCCAGCCTGTG 1500
QDTELTELUDGQOQVVVPOQGO QFPV 500

CCCTGCCCAGAGT TCAGCAGCTCCACATTCTCCCAGAGCGAGTACCTCATCTACCAGGAG 1560
p CPEF S S STFSQSEYTLI Y QE 520

AGCCAGT GT CGCCTGCCCTACCTGCTGGAGGTCCACCTCTAG 1602
S QCRLRY L L EV HL * 534

9.4.1.2 T1-PHAGE RESISTANT E. coli

El genotipo de las bacterias E. coli “T1-pHage Resistant” transformadas con el
vector de entrada pENTR™ 221 es el siguiente: F-mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15 A lacX74 recAl araD139 A (ara-lew)7697 galU galK rposL (StrR)
endA1l nupGA- tonA (confiere resistencia a los fagos T1 y T5).

9.4.1.3 PREPARACION DE ALICUOTAS Y PROPAGACION DEL VECTOR DE
ENTRADA pENTR™221

Para preparar alicuotas de las bacterias E. coli “Tl-pHage Resistant”
transformadas con el vector de entrada pENTR™ 221, que contenia el ADN
complementario de PARP3, y crecerlas, se parti6 de la alicuota madre

adquirida de Invitrogen™.

Primeramente, se tom6é una pequena porcion de esta alicuota madre y se
sembro en una placa que contenia LB agar estéril (1L de LB: 10g NaCl, 10g de
bacteriotriptona y 5g de extracto de levadura; concentracion de agar: 1.5%) y
kanamicina, a una concentracion de 50 pg/ml. Se incub6 a 37°C durante una
noche. Al dia siguiente, se picoé una colonia, la cual se inocul6 en 5-10 ml de
medio LB estéril con el mismo antibiético y a la misma concentracion referida
anteriormente. Tras, aproximadamente, 6 horas, se mezclaron en una
proporcion 1:4 glicerol estéril y medio de cultivo, con las bacterias crecidas.
Estas alicuotas se almacenaron a —-80°C en los mismos viales empleados para

congelar la linea celular A549.
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El crecimiento de las bacterias para su propagacion se realizéo en 500 ml de LB
estéril con kanamicina, a una concentracion de 50 pg/ml, a 37°C durante una
noche. Se partié de una de las alicuotas obtenidas a partir de la colonia que se

pico anteriormente.

9.4.1.4 PURIFICACION DEL VECTOR DE ENTRADA pENTR™221

Para purificar el vector pENTR™ 221 se empled el kit “EndoFree® Plasmid

Purification” de Qiagen, que suministré todos los tampones necesarios.

Una vez estaba crecido el cultivo de bacterias, éstas se centrifugaron a 3.000
r.p.m. durante 15 minutos a 4°C. El pellet resultante se resuspendié en 10 ml
de un tampoén, denominado tampén P1 (Tris-HCl 50mM, EDTA 10mM y
100 pg/ml RNAsa, pH 8). A continuacion, se afiadieron 10 ml de un segundo
tampon, P2 (NaOH 200mM y SDS 1%), y se incubo a temperatura ambiente 5
minutos, para que tuviera lugar la lisis de las bacterias. Tras la incubacion, se
anadieron al lisado 10 ml del tampon de neutralizacion P3 (Acetato potasico
3M, pH 5.5) frio, se agit6 y se vertid6 el contenido en una columna,
incubandose, de nuevo, a temperatura ambiente, durante 10 minutos. De esta
manera, se separ6é un precipitado que contenia proteinas, ADN gendémico y
detergentes que, pasados los 10 minutos, se filtré, con ayuda de un émbolo, a

un tubo de 50 ml.

Se anadieron 2.5 ml de tampoén ER (isopropanol y polietilen-glicol-octil-fenil
éter), se agité y se incubé en hielo 30 minutos. El lisado filtrado se pasé a otra
columna que tenia un filtro en su parte final, donde se uni6o el ADN
plasmidico, dejando que, por gravedad, se eliminasen el resto de los
componentes. La columna fue, previamente, equilibrada con 10 ml de tampon
QBT (NaCl 750mM, MOPS 50mM, isopropanol 15% y Triton® X-100 0.15%,
pH 7). Una vez se hubo vaciado, se lavé dos veces con 30 ml de un tampoén de
lavado llamado QC (NaCl 1M, MOPS 50mM e isopropanol 15%, pH 7),
permitiendo que se eliminara por gravedad. E1 ADN plasmidico se eluyo con 15
ml de tampén QN (NaCl 1.6M, MOPS 50mM e isopropanol 15%, pH 7), y se

precipité con 10.5 ml de isopropanol durante unas horas a —-20°C.
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Tras la precipitacion, se centrifugé durante 30 minutos a 4°C a una velocidad
de 11.000 r.p.m. Finalizada ésta, se eliminé el sobrenadante y se lavo el
precipitado dos veces con etanol al 70%, centrifugandose tras cada lavado a
11.000 r.p.m. durante 10 minutos. El precipitado se secdé a temperatura

ambiente y se disolvié en 0.2 ml de TE libre de endotoxinas.

La valoracién del ADN plasmidico resultante se realizé segun lo descrito en el

apartado “3.2 Valoracion del ADN”.

9.4.2 VECTOR DE DESTINO pcDNA-DEST53 GATEWAY®

El vector de destino, con el que se recombiné el vector pENTR™ 221, fue
pcDNA-DESTS53. Este, de 7.767 nucleétidos, fue disefiado por Invitrogen™
para la expresion constitutiva y elevada de la proteina Cycle 3 GFP, forma
mutante de GFP (Green Fluorescent Protein) fusionada con la proteina objeto
de estudio, PARP3 en nuestro caso, en la mayoria de las células de mamiferos.
Las principales caracteristicas de este vector son:

e Promotor del citomegalovirus humano (CMV) para conseguir una
elevada expresion de la proteina de interés fusionada con Cycle 3 GFP.

e Cycle 3 GFP fusionada con el extremo N-terminal de la proteina de
interés, lo que permite visualizar en un microscopio de fluorescencia,
con el filtro adecuado, la localizacion de la proteina objeto de estudio,
asi como la tasa de transfeccion. Asimismo, también se puede realizar
la deteccion por Western-Blot o inmunocitoquimica empleando un
anticuerpo antiCycle 3 GFP.

* Secuencias attR1 y attR2 especificas para la recombinacion con el
vector de entrada.

* Gen de resistencia a cloranfenicol y gen ccdB situado entre las
secuencias anteriores, para la seleccion negativa tras la reaccion de
recombinacion.

* Secuencia de poliadenilacion de la hormona bovina de crecimiento

(BGH) para una adecuada terminacion y procesamiento del transcrito.
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¢ Promotor del virus SV40 seguido del gen de resistencia a neomicina
para la creacion de lineas celulares estables que expresen el antigeno T
de SV40.

¢ Origen pUC para que exista una alta replicacion y mantenimiento del
plasmido en las bacterias.

* Gen de resistencia a ampicilina para la seleccion bacteriana.

La Figura 25 representa, de manera esquematica, el mapa de este vector.

905-1621 1643-1767 1876-2535 y 2856-3161 3202-3326
GFP attR1 attR2
REGION DE POLIADENILACION
PROMOTOR CMV: bases 232-819 DE BGH: bases 3361-3588

SV40 ORI: bases 4089-4397

pcDNA-DEST53
GEN DE RESISTENCIA A
AMPICILINA: bases 6771-7631

GEN DE RESISTENCIA A
NEOMICINA: bases 4472-5266

ORIGEN pUC: bases 5953-6626

Figura 25. Mapa del vector de destino pcDNA-DESTS3.

9.4.2.1 PREPARACION DE ALICUOTAS Y PROPAGACION DEL VECTOR DE
DESTINO pcDNA-DESTS3

Para preparar alicuotas del vector y propagarlo fue necesario, primeramente,
transformar unas bacterias con él. Se emple6é una cepa de E. coli denominada
“One Shot® ccdB Survival™ T1-pHage Resistant Cells” (Invitrogen™). Esta cepa
tiene la peculiaridad de ser resistente a los efectos del gen ccdB. Su genotipo
es el siguiente: F-mcrA A (mrr-hsdRMS-merBC) ®80lacZ A M15A 1acX74 recAl
araD139 A (ara-lew)7697 galU galK rposL (StrR) endA1l nupGA- tonA::Pye-ccdA.
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Se emplearon 100 ng de pcDNA-DESTS53, asi como 10 ng de pUC19, vector
control de la transformacién incluido en el kit de las bacterias. Se
descongelaron las bacterias en hielo y, una vez estuvieron listas, se anadio el
ADN, cada uno a un tubo distinto de bacterias. Se incubaron los viales en
hielo durante 30 minutos y, por ultimo, se sometieron a un golpe de calor 30
segundos a 42°C en un bano. Finalmente, se dejaron en hielo 2 minutos,
anadiendo, seguidamente, 0.25 ml de medio S.O.C. precalentado a 37°C. Los

viales se incubaron 1 hora a 37°C con agitacion.

Una alicuota de bacterias transformadas con pcDNA-DESTS53 se sembré en
una placa de LB agar estéril con ampicilina y cloranfenicol. La concentracion
de estos antibidticos fue, respectivamente, 100 pg/ml y 30 pg/ml. Las
bacterias transformadas con el vector pUC19 se sembraron so6lo con
ampicilina, a la misma concentracion que las anteriores. Se incubaron ambas

placas a 37°C durante una noche.

Al dia siguiente, se evalu6 si la transformacion habia sido exitosa, pues
aparecian colonias en la placa sembrada con bacterias transformadas con el
vector control. Se pic6 una colonia de la placa que contenia bacterias
transformadas con pcDNA-DESTS3 y se crecié en medio LB estéril con los dos
antibioticos indicados anteriormente y en las mismas concentraciones. A
partir de esta colonia, se prepararon las alicuotas para su almacenamiento a
-80°C y se propagé y purifico el vector, segun lo descrito en los apartados
“9.4.1.3 Preparacion de alicuotas y propagacion de pENTR™221” vy
“9.4.1.4 Purificacion del vector de entrada pENTR™221”, teniendo en cuenta
que los antibiéticos empleados para seleccionar las colonias transformadas

fueron ampicilina y cloranfenicol, a las concentraciones ya referidas.

9.4.3 REACCION DE RECOMBINACION ENTRE EL VECTOR DE
ENTRADA pENTR™221 Y EL VECTOR DE DESTINO pcDNA-DEST 53

La reaccion de recombinacion entre el vector de entrada pENTR™ 221, que

contenia el ADN complementario de PARP3, y el vector de expresion
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pcDNA-DESTS3, que contenia un promotor de alta expresion, se realizo
empleando una mezcla de enzimas y tampones suministrada por Invitrogen™.
Esta estaba formada por proteinas implicadas en la recombinaciéon del
bacteriofago lambda, integrasa y excisionasa, y por el factor de integracion del
huésped, proteina codificada por E. coli. Todos los componentes venian ya
formulados en un vial, “Gateway® LR Clonase™ II Enzyme Mix 5X”. El kit
incluia también una solucion de proteinasa K, a una concentracion de
2 pg/ul, y un control positivo de la reaccion de recombinacion, “pENTR™-gus

Positive Control”, a una concentracion de 50 ng/ul.

En la Tabla 25 se muestran los componentes y cantidades incluidos en un
tubo de 1.5 ml para llevar a cabo la reaccién de recombinaciéon. Los tubos, que
contenian los componentes descritos anteriormente, se incubaron a 25°C
durante 1 hora. Tras la incubacién, se afiadio a cada tubo 1 pl de la solucion

de proteinasa K, incubandose, esta vez, a 37°C 10 minutos.

“pENTR™.-gus pENTR™ 221 .
L1327 (A A0 Positive Control” | (control negativo) PENTR™ 221
Vector de entrada 100 ng 100 g 100 pg
Vector de destino 150 pg 150 pg 150 pg
Tampén TE, pH 8 c.s.p. 8 ul c.s.p. 10 pl c.s.p. 8 pul
LR Clonase™ II
. 2 ul - 2l
Enzyme Mix 5X
Volumen total 10 pl 10 pl 10 ul

Tabla 25. Reactivos y cantidades empleados en la reaccion de recombinaciéon entre el

vector de entrada pENTRT™ 221 y el vector de destino pcDNA-DEST53.
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9.4.3.1 PROPAGACION DE LOS PRODUCTOS RESULTANTES DE LA
REACCION DE RECOMBINACION

Con los productos resultantes de la reaccion de recombinacién se transformo
la cepa de bacterias E. coli “One Shot® OmniMAX™ 2T1-pHage Resistant
Cells”, adquirida de la casa comercial Invitrogen™. El genotipo de esta cepa es
el siguiente: F-(proAB* lacla lacZ A M15 T n10(TetR) A (ccdAB)) mrcA A (mrr-
hsdRMS-mcrBC) ®80(lacZ)/A M15A (lacZYA-argF) U169 endAl recAl supE44
thi-1 gyrA96 relAl tonA panD. Esta cepa tiene la caracteristica de ser sensible
a los efectos del gen ccdB, por tanto, aquellas bacterias transformadas con el

control negativo o con el vector de expresion no recombinado moriran.

Solo se transformaron el control positivo de la reaccion de recombinacion,
pENTR™ 221 recombinado con pcDNA-DESTS3, y el control positivo de la
transformacion, pUC19 DNA. El protocolo seguido, asi como las cantidades y
reactivos empleados, fueron los descritos en el apartado “9.4.2.1 Preparacion

de las alicuotas y propagacion de pcDNA-DESTS3”.

Las bacterias transformadas se sembraron en una placa de medio LB agar
estéril y se crecieron a 37°C durante una noche. El antibidotico de seleccion

empleado fue ampicilina a una concentracion de 100 pg/ml.

Al dia siguiente, tras comprobar que la transformacion habia funcionado,
gracias al vector control de la transformacion, se procedi6 a evaluar qué
colonias habian integrado correctamente al vector pENTR™ 221 recombinado

con pcDNA-DESTS3.

9.4.3.2 COMPROBACION Y SELECCION DE COLONIAS TRANSFORMADAS
CON EL VECTOR DE ENTRADA pENTR™ 221 RECOMBINADO CON
pPcDNA-DESTS3

Primeramente, se seleccionaron colonias de las placas que contenian bacterias
transformadas con el vector control positivo de la reaccion de recombinaciéon y

el vector pENTR™ 221 recombinado con pcDNA-DEST53. Estas se crecieron
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en 5-10 ml de medio LB estéril con ampicilina a una concentracion de
100 pg/ml y, tras unas horas, se procedi6 a aislar el ADN plasmidico,
empleando el kit de Qiagen “EndoFree® Plasmid Purification”. Se siguié el
protocolo descrito en el apartado “9.4.1.4 Purificacion del vector de entrada

pENTR™221”, con ligeras modificaciones.

Se pipetearon 1.5 ml del cultivo bacteriano y se centrifugaron a 12.000 r.p.m.
a temperatura ambiente. Se eliminé el sobrenadante, y se anadieron 300 nl
del tampoén P1, resuspendiendo el pellet. A continuacion, se anadié el mismo
volumen de los tampones P2 y P3 frio, tras lo que se incubaron 10 minutos en
hielo. Se centrifugaron, de nuevo, a maxima velocidad durante 10 minutos y
se procedio a precipitar el ADN plasmidico a partir del sobrenadante obtenido.
Para ello, se anadi6 isopropanol, 0.7 ml, y se incubaron a —20°C unas horas.
Finalmente, los tubos se centrifugaron a velocidad maxima 10 minutos, a
temperatura ambiente, y se lavo el precipitado resultante con etanol al 80%
dos veces, centrifugandose entre cada lavado. El precipitado se seco y

resuspendi6 en 20 pl de agua libre de nucleasas.

El ADN plasmidico obtenido se valor6o segun lo descrito en el apartado

“3.2 Valoracion del ADN”.

Para seleccionar aquellas colonias en las que la reacciéon de recombinacion
entre los vectores objeto de interés hubiera funcionado, se transformé una
cepa de E. coli, resistente a los efectos del gen ccdB, con el ADN plasmidico
obtenido anteriormente, asi como con el control negativo de la reaccion y el
control positivo de la transformacion. La cepa seleccionada fue “One Shot®
ccdB Survival™ T1-pHage Resistant Cells”, cuyo genotipo se describi6é en el
apartado “9.4.2.1 Preparacion de alicuotas y propagacion de pcDNA-DESTS3”.
En este mismo apartado se describe el proceso de transformacion y las

cantidades y reactivos empleados.

Las bacterias transformadas se crecieron en 5-10 ml de medio LB estéril con

ampicilina y cloranfenicol a una concentracion de 100 pg/ml y 30 pg/ml,
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respectivamente. Las bacterias transformadas con el vector pUC19 DNA se

crecieron so6lo con ampicilina, a la misma concentracion que las anteriores.

Los datos obtenidos de cada cultivo fueron los siguientes:

El crecimiento de las bacterias transformadas con el vector
pUC19 DNA nos indicé que la transformacion habia funcionado.

El crecimiento de las bacterias transformadas con el control negativo de
la reaccion de recombinacion, nos indicé que el vector de expresion
estaba bien y la expresion de los genes de resistencia a los antibiéticos
de seleccion era la adecuada.

El no crecimiento de las bacterias transformadas con el control positivo
de la reacciéon de recombinacion, nos indico6 que, en la colonia
seleccionada, la recombinacion habia funcionado y, por tanto, los
reactivos y el experimento eran adecuados.

El no crecimiento de las bacterias transformadas con el vector
pENTR™ 221 recombinado con pcDNA-DESTS3, nos indicé que, en la
colonia seleccionada, la recombinacion se habia producido y el ADN
plasmidico que contenia era el adecuado para transfectar a la linea

celular descrita en esta Tesis.

Una vez se identifico la colonia de interés, se procedioé a crecerla y a purificar

el ADN plasmidico. Se realiz6 en 500 ml de LB estéril con ampicilina a una

concentracion de 100 pg/ml, incubandose durante una noche a 37°C.

La purificacion del plasmido se realizé segun el protocolo descrito en el

apartado “9.4.1.4 Purificacion del vector de entrada pENTR™221” y la

valoracion del ADN segun el apartado “3.2 Valoracion del ADN”.

En la Figura 26 se muestra un mapa del vector final con el cual se transfecto

la linea celular A549. Este se almacené a —20°C para su posterior uso.
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GFP attBl PARP3 attB2

REGION DE POLIADENILACION
DE BGH: bases 3361-3588

PROMOTOR CMV: bases 232-819

SV40 ORI: bases 4089-4397

pcDNA/GW-53/ PARP3
GEN DE RESISTENCIA A
AMPICILINA: bases 6771-7631
GEN DE RESISTENCIA A
NEOMICINA: bases 4472-5266

ORIGEN pUC: bases 5953-6626

Figura 26. Mapa del vector resultante tras la reaccién de recombinacién.

9.5 TRANSFECCION TRANSITORIA DE LA LINEA CELULAR
A549

La transfeccion de A549 con el vector que contenia el ADN complementario de
PARP3, pcDNA/GW-53/PARP3, se realizo0 mediante liposomas, empleando
“Lipofectamine™ 2000 Reagent”, de la casa comercial Invitrogen™. Para ello, y
siguiendo el protocolo recomendado por la casa comercial, se mezclaron 10 ul
de lipofectamina con 0.25 ml de medio de transfeccion y se incubo 5 minutos
a temperatura ambiente. El medio de transfeccion era el empleado para el
mantenimiento y propagacion de la linea celular pero sin suero fetal bovino,
plasmocin y la mezcla de antibidticos y antimitéticos. Por otro lado, en el
medio de transfeccion se diluyé la cantidad de ADN plasmidico a transfectar,
4 ng. Este proceso se realiz6 de manera independiente para cada plato. Las
cantidades de medio, lipofectamina y ADN plasmidico estaban condicionadas

por la dimension del plato, que era de 60x15 mm.

Tras los 5 minutos de incubacion, se mezclo la lipofectamina diluida con el
ADN, también diluido, incubandose esta nueva mezcla 20 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, se afiadieron a cada plato los complejos,

permaneciendo en contacto con las células 5 horas en el incubador. Por
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ultimo, se lavaron los platos con PBS 1X y se anadi6 medio, esta vez,

suplementado con todos los componentes.

La transfeccion se realizé cuando las células presentaban un nivel de
confluencia alrededor del 70%. Previamente, las células se lavaron con PBS 1X

e incubaron con el medio de transfeccion.

Debido a que se trataba de transfecciones transitorias, y a que se pretendia
obtener ARN y proteinas a distintos tiempos, cada transfeccion se realizé en
platos paralelos para obtener ARN y proteinas provenientes de una misma
manipulaciéon. Asimismo, como control, se transfectaron células con el vector

de expresion no recombinado, pcDNA-DESTS53.

9.5.1 COMPROBACION DE LA TRANSFECCION

Para comprobar si la transfeccion habia funcionado correctamente, se
determinaron los niveles de ARN mensajero de PARP3 en las células

transfectadas y en las células sin transfectar.

Se extrajo el ARN a las 24, 48 y 96 horas post-transfeccion. Tras su
conversion a ADN complementario, éste se amplific6 mediante PCR
cuantitativa a tiempo real. Se siguieron los pasos descritos en los apartados
“2.1 Extraccion del ARN” y “8. Evaluacion de los niveles de expresion génica
mediante PCR cuantitativa a tiempo real”. Como calibrador, se empleé el ADN
complementario extraido de las células sin transfectar y el gen empleado para
normalizar fue PPIA. De esta manera, se obtuvo el dato RQ, cuya
interpretacion es la misma que la descrita en el apartado “8.4 Analisis de los

resultados de PCR cuantitativa a tiempo real”.
El estudio de los niveles de ARN mensajero de PARP3 en células transfectadas

con pcDNA-DESTS3, nos permitié evaluar la posible influencia del vector de

expresion en los niveles de dicho gen.
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La evaluacion de los niveles de ARN mensajero en las células transfectadas se

realiz6 por duplicado y en 3 ensayos independientes.

9.6. DETERMINACION DE LA INFLUENCIA DE PARP3 EN
LA ACTIVIDAD TELOMERASA

A las 24, 48 y 96 horas post-transfeccion, se recogieron las células y se
extrajeron las proteinas, siguiendo el protocolo descrito en el apartado
“4. Extraccion y valoracion de proteinas”. El ensayo TRAP se llevé a cabo de la
misma manera que en la caracterizacion de la linea celular, incluyendo el
empleo de los mismos controles (apartado “9.3.2.2 Determinacion de los

niveles de actividad telomerasa”).

Se evaluo la actividad telomerasa de las células sin transfectar, células
transfectadas con el vector pcDNA-DESTS3 y células transfectadas con el
vector pcDNA/GW-53/PARP3. El ensayo se realizo 4 veces, siendo la reaccion

de amplificacion en cada determinacion independiente.

Para visualizar los productos resultantes de la elongacion de la enzima
telomerasa, se realizo una electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% con
los productos resultantes de la reaccion de amplificacion, empleandose una
cubeta vertical de tamano maxi. En la Tabla 26 se describen los reactivos y
cantidades empleados para la realizacion del gel. El tampon en el que se

desarrollo la electroforesis fue TBE 0.5X.

Se cargaron 20 pl de muestra junto a 4 pl del tampon de carga 1X.

La duraciéon de la electroforesis fue de, aproximadamente, 15 horas, siendo el
voltaje 55V y desarrollandose a 4°C. Tras ésta, se procediéo a transferir los
fragmentos separados a una membrana de nylon cargada positivamente. La
transferencia fue por capilaridad. Tanto la transferencia como la fijacion del

ADN se realizo de la forma descrita en el ensayo de determinacion de la
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longitud telomérica, apartado “5. Ensayo de medicion de la longitud de los

fragmentos teloméricos de restriccion”.

REACTIVOS GEL DE POLIACRILAMIDA AL 12%
Agua millipore 23.2 ml
40% de solucion de
9 ml
Acrilamida/Bis 19:1 (BioRad)

TBE 10X 3 ml
Persulfato de amonio 10% 0.225 ml
TEMED 0.022 ml

Tabla 26. Composicion y porcentaje del gel empleado en la electroforesis de los productos
resultantes de la amplificacion, por el método TRAP, de las secuencias elongadas por la

enzima telomerasa.

Una vez fijado el ADN, se lavé la membrana, 5 minutos y a temperatura
ambiente, con una solucién que contenia acido maleico 0.1M, NaCl 0.15M y
Tween 0.3%, pH 7.5. A continuacion, se procedio a bloquearla con 50 ml de
una solucion de bloqueo 5X diluida en la solucion de acido maleico antes
descrita. Para su preparacion, se partio de la solucion de bloqueo al 10% (p/v)
diluida en la solucién de acido maleico. La solucién de bloqueo original se
adquiri6o de la casa comercial Roche®. La duracion del bloqueo fue de 30

minutos y se realiz6 a temperatura ambiente.

Finalizado el bloqueo, la membrana se incub6é con fosfatasa alcalina unida a
estreptavidina, a una concentracion final de 200 mU/ml, durante 30 minutos
y a temperatura ambiente. La fosfatasa alcalina se diluyé en la solucion de
bloqueo 5X 1:5.000. Tras la incubacién, se realizaron 2 lavados, de 15

minutos cada uno, con la solucion de acido maleico. Por ultimo, se equilibro la
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membrana durante 5 minutos con un tampon de deteccion formado por Tris-
HCI1 0.1M y NaCl 0.1M, pH 9.5. El sustrato empleado en la deteccion fue CDP-
Star (Roche®). Este se diluy6 en el tampén de deteccion 1:10 y se incub6 con la
membrana durante 5 minutos. Para la deteccion quimioluminiscente se

emplearon las peliculas “Hyperfilm™” de Amersham Bioscience®.

9.6.1 ANALISIS DE LA INFLUENCIA DE PARP3 EN LA ACTIVIDAD
TELOMERASA

Una vez se obtuvieron los datos de actividad telomerasa, tanto a partir de
células transfectadas con pcDNA/GW-53/PARP3, como a partir de las células
transfectadas con pcDNA-DESTS3, se procedio a evaluar la posible influencia
de PARP3 en la actividad telomerasa. Para ello, se establecio el siguiente ratio:
Absorbancia de los extractos proteicos pcDNA/GW-53/PARP3 (24, 48 6 96 h)
Absorbancia de los extractos proteicos pcDNA-DESTS33 (24, 48 6 96 h)

De esta manera, se minimizaron los errores de eficiencia inter-experimental,
pues cada repeticion de la reaccion de amplificacion de los fragmentos
teloméricos se realiz6 de manera independiente. Ademas, también se
consideraban las posibles alteraciones que el vector pcDNA-DESTS3 podria

estar causando en la actividad telomerasa.

La interpretacion de los resultados fue la siguiente:

e Ratio > 1: las células transfectadas con el ADN complementario de
PARP3 presentaban mayor actividad telomerasa que las transfectadas
con el vector control.

e Ratio < 1: las células transfectadas con el ADN complementario de
PARP3 presentaban menor actividad telomerasa que las transfectadas

con el vector control.
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10. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

La estadistica se realizo con el programa informatico SPSS para Windows,

version 11.5.

10.1 ESTUDIO DE LA FUNCION TELOMERICA Y SU
RELACION CON VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

10.1.1 ESTUDIO DE LA FUNCION TELOMERICA

Para estudiar las diferencias entre la longitud de los telomeros en las
muestras no tumorales y las tumorales se aplico la prueba t de Student. Asi,
se determind si existian diferencias significativas entre ambas poblaciones,
con respecto a la longitud de los telomeros. Para el estudio de correlaciones se
aplico el coeficiente de correlacion de Pearson. Se consider6é que ambas
poblaciones eran estadisticamente diferentes y presentaban asociacion,

respectivamente, si P < 0.05 para ambos analisis.

Para estudiar si existia alguna diferencia en la longitud de los fragmentos
teloméricos entre las muestras tumorales, dependiendo de si se detect6 o no
actividad telomerasa, se aplico la prueba t de Student para comparar las
medias de longitud de cada poblacion. Se consider6 que existian diferencias
significativas entre las dos poblaciones si el nivel de significacion (P era

inferior a 0.05.

10.1.2 ESTUDIO DE LA FUNCION TELOMERICA Y SU RELACION CON
VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

Se analiz6 la posible influencia del estatus telomérico y de la actividad de la

enzima telomerasa en relacion con diferentes variables clinico-patologicas: la

127



Material y Métodos

probabilidad de recidiva, el tipo histolégico, los distintos estadios, el tamano

del tumor, el grado de infiltracion ganglionar y la presencia de metastasis.

El estudio del estatus telomérico y su relacion con variables clinico-patologicas
se realizo a partir del ratio TRF T/TRF N. Se comprobé la distribucién de esta
poblacion mediante el estadistico Shapiro-Wilk, en funcién de la recurrencia
tumoral y la metastasis y, al no seguir una distribucién normal, se empleo la
prueba U de Mann-Whitney. La evaluacion del tipo histologico, tamano del
tumor y estadio se realizé mediante la prueba de ANOVA, tras realizar el
analisis de homocedasticidad y comprobar que las varianzas eran iguales. Se
consider6 que existian diferencias significativas entre las poblaciones si

P < 0.05.

Para evaluar la implicacion de la actividad telomerasa en las distintas
variables clinico-patologicas, se realiz6 un estudio de frecuencias y se empleo
la prueba Chi-cuadrado para determinar si, efectivamente, esta enzima
condicionaba, de alguna manera, estos parametros. Se consider6é que existian

diferencias significativas entre las poblaciones si P < 0.05.

Se llevaron a cabo estudios de supervivencia en relacion con la funcion
telomérica. Para ello, se considero6 el intervalo libre de enfermedad (ILE), esto
es, el tiempo transcurrido desde la reseccion quirurgica del tumor hasta la
aparicién de recidivas. Unicamente se incluyeron en el estudio los pacientes
que habian sido sometidos a cirugia con intencidén curativa (pacientes con
tumores correspondientes a estadios I, II y IIIA). Asimismo, se eliminaron del
estudio a los pacientes fallecidos durante el post-operatorio o de los que se

desconocia si el tumor habia, realmente, recidivado o no.

Se empleo el estimador de Kaplan-Meier y la comparacion entre las curvas de
supervivencia se realizo con la prueba de rangos logaritmicos (Log Rank),
considerandose que existian diferencias significativas entre las poblaciones

estudiadas si P< 0.05.
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Para determinar que el acortamiento de las secuencias teloméricas, con
respecto a su correspondiente muestra control, constituia un factor de mal
pronostico independiente, se realizé el analisis multivariable de Cox. Se evaluo
el impacto pronostico del acortamiento telomérico frente al estadio, incluyendo
s6lo estadios inferiores a IIIB, y la infiltracion ganglionar, pues eran los
parametros que mostraron un nivel de significatividad estadistica inferior a
0.1 en relacion a la supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad.
Se consider6é que el acortamiento telomérico era un factor de mal pronoéstico

independiente si P < 0.05.

10.2 ANALISIS DE LOS GENES DE REPARACION DEL ADN
MEDIANTE MATRICES DE ADN COMPLEMENTARIO

Para el estudio estadistico de los datos obtenidos a partir de las matrices de
ADN complementario se emplearon las unidades arbitrarias dadas por el
programa “GEArray Expression Analysis Suite” de Superarray”. A partir de
ellas, se realizo el estudio de normalidad, mediante el estadistico Shapiro-Wilk,
de las distintas poblaciones consideradas: aquella que mantenia la longitud de
los fragmentos teloméricos en la muestra tumoral con respecto a la muestra
no tumoral, la que los acortaba significativamente, la poblacion en la que se

detecto actividad telomerasa y la poblacion en la que no.

En funcion de los resultados obtenidos, se aplicé el estadistico t de Student, si
las poblaciones seguian una distribucion normal, o la prueba no paramétrica
U de Mann-Whitney. Se considerdé que los resultados eran estadisticamente

significativos si P < 0.05.
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10.3 ANALISIS DE LOS GENES DE REPARACION DEL ADN
MEDIANTE PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL

El analisis estadistico, en este caso, se realizo a partir de los resultados
expresados como [delta][delta]Cr, es decir, el numero de ciclos del gen objeto de
estudio normalizado con PPIA y calibrado con la mezcla de muestras no
tumorales. El empleo de este valor, en lugar de RQ, es debido a que los datos
expresados como [delta][delta]Cr son lineales, caracteristica basica para poder
realizar un estudio estadistico, mientras que los valores RQ siguen una

distribucién exponencial. El resultado final se expres6 como RQ.

10.3.1 RELACION ENTRE LOS VALORES DE EXPRESION GENICA Y
LAS VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

Analizamos la relacion existente entre los niveles de expresion de los genes
estudiados y las distintas variables clinico-patologicas evaluadas en esta
Tesis: la probabilidad de recidivas, el tipo histolégico, los distintos estadios, el

tamano del tumor, la infiltracion ganglionar y la presencia de metastasis.

La evaluacion de la expresion y la recurrencia y metastasis se realizo
aplicando las pruebas t de Student o U de Mann-Whitney, en funciéon de si la
poblacion objeto de estudio seguia una distribuciéon normal o no normal,
respectivamente. La relacion entre la expresion de ARN mensajero de los genes
estudiados y el estadio, tamano del tumor y grado de infiltracion ganglionar se
realizo6 mediante una prueba ANOVA, tras realizar el analisis de
homocedasticidad y comprobar que las varianzas eran iguales. Se establecio

como limite de significatividad P < 0.05.
El estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, se

realiz6 de la misma manera que la descrita en el apartado “10.1.2 Estudio de

la funcion telomérica y su relacion con variables clinico-patologicas”.
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10.3.2 RELACION ENTRE LOS VALORES DE EXPRESION GENICA Y
LA FUNCION TELOMERICA

En primer lugar, se evaluo la posible correlacion entre la expresion de ARN
mensajero de los genes estudiados y la longitud de los telomeros en la muestra
tumoral. Para ello, comprobamos si las distintas poblaciones seguian una
distribucién normal con el estadistico Shapiro-Wilk, aplicandose, finalmente, la
prueba estadistica Rho de Spearman, pues la poblacion “longitud de los
fragmentos teloméricos en la muestra tumoral” no seguia una distribuciéon
normal. Se considero6 la existencia de correlacion entre ambos parametros si el

nivel de significacion era inferior a 0.05.

Asimismo, se evalud la expresion génica en relacion con el tamano de los
fragmentos teloméricos, en funcion de si la muestra tumoral mostraba
mantenimiento o acortamiento significativo de los telomeros con respecto a su
correspondiente muestra no tumoral, y con respecto a la actividad telomerasa,
en funcién de la deteccion o no de actividad enzimatica en la muestra tumoral.
Para determinar si existian diferencias de expresion de los ARNs mensajeros
de los genes estudiados entre las poblaciones anteriormente senaladas,
primeramente, se comprobd si cada una de ellas seguia una distribucion
normal. En caso afirmativo, se comparé el valor medio [delta][delta]Cr de los
genes utilizando el estadistico t de Student. Si las poblaciones no seguian una
distribucion normal, se aplico la prueba U de Mann-Whitney. En ambos casos,
se consider6 que existian diferencias significativas entre las poblaciones si

P < 0.05y si la diferencia de medias [delta][delta]Crera cercana a 1.
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10.4 ANALISIS DE LOHs EN LOCI CERCANOS A PARP3

10.4.1 ESTUDIO DE LOHs Y SU RELACION CON LA ACTIVIDAD
TELOMERASA Y LA EXPRESION GENICA DE PARP3

El estudio de LOHs en los loci D3S3026 y D3S3561 en las muestras tumorales

se realizo sélo en aquellos casos que resultaron informativos.

El impacto de LOHs sobre la actividad telomerasa se evalu6 mediante un

analisis de frecuencias, empleando la prueba Chi-cuadrado.

Para investigar la posible influencia sobre la expresion de PARP3 de la
existencia de LOHs en los loci estudiados, se analizo, en primer lugar, la
distribucién de la poblacién, con respecto a los LOHs, de los niveles de
expresion de ARN mensajero de PARP3, mediante el estadistico Shapiro-Wilk.
Al seguir una distribucion normal en todos los casos, se aplico la prueba t de
Student para determinar posibles diferencias entre la poblacion con LOHs y la
poblacion sin LOHs, en funcion de los niveles de expresion génica de PARPS.
Se consider6 que existian diferencias estadisticamente significativas si

P < 0.05.

10.4.2 ESTUDIO DE LOHs Y SU RELACION CON VARIABLES
CLINICO-PATOLOGICAS

La evaluacion de LOHs y su posible impacto en las variables
clinico-patolégicas incluidas en esta Tesis, se realizo6 mediante un estudio de
frecuencias aplicando la prueba Chi-cuadrado. Se consideraron poblaciones

estadisticamente diferentes si P < 0.05.
El estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, se

realiz6 de la forma descrita en el apartado “10.1.2 Estudio de la funcion

telomérica y su relacion con variables clinico-patologicas”.
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10.5 ANALISIS DE SNPs EN EL GEN PARP3

Para evaluar la posible implicacion de SNPs en el gen PARP3 en la actividad de
la enzima telomerasa se realizo un estudio de frecuencias, aplicando el
estadistico Chi-cuadrado. Se considerd que existian diferencias significativas

entre la poblacion con SNPs y aquella que carecia de ellos si P < 0.05.

10.6 ANALISIS DE LA INFLUENCIA DE PARP3 EN LA
ACTIVIDAD TELOMERASA

Las diferencias entre los ratios obtenidos a distintos tiempos post-transfeccion
se evaluaron con el estadistico t de Student o U de Mann-Whitney,
dependiendo de si las poblaciones seguian una distribucion normal o no,
respectivamente. Se consider6 que las diferencias eran estadisticamente

significativas si P < 0.05 para ambos analisis.
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1. ESTUDIO DE LA FUNCION TELOMERICA EN
CANCER NO MICROCITICO DE PULMON Y SU
RELACION CON VARIABLES CLINICO-
PATOLOGICAS

1.1 ESTUDIO DE LA FUNCION TELOMERICA

Se analiz6 la funcion telomérica de 95 pacientes, lo que incluy6 el analisis de
la longitud de los fragmentos teloméricos de restriccion y la actividad
telomerasa en las muestras tumorales y en sus correspondientes controles de

tejido no tumoral.

El resultado global de la medida de la longitud de los telomeros en las
muestras no tumorales fue 8.19 Kb (7.80 — 8.57 Kb, intervalo de confianza del
95% para la media) y 7.79 Kb (7.21 — 8.37 Kb, intervalo de confianza del 95%
para la media) en las muestras tumorales, no siendo significativa la diferencia
entre ambas poblaciones (P = 0.298, segun la prueba t de Student) (Figura 27).
Tomando como referencia las muestras control, el ratio de la longitud de los
telomeros en las muestras tumorales (TRF T/TRF N) fue 0.97 (0.90 — 1.04,

intervalo de confianza del 95% para la media).

Se observé una correlacion significativa y positiva entre la longitud de los
telomeros de las muestras no tumorales y las tumorales (P < 0.001, segun el

coeficiente de correlacion de Pearson) (Figura 28).

En la Figura 29 se muestra un ejemplo de un Southern-blot a partir del cual
se midieron los fragmentos de restriccion en las muestras tumorales y no

tumorales incluidas en este estudio.
En cuanto a la actividad de la enzima telomerasa, ésta se detecté en 79

tumores (83.2%), frente a 16 casos (16.8%) que no mostraron actividad

enzimatica en el ensayo TRAP.
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Figura 27. Diagrama de cajas donde estan representadas las longitudes de los fragmentos
teloméricos de restriccion (TRF), en Kilobases (Kb), de los 95 pacientes analizados en
esta Tesis, tanto en las muestras no tumorales (izquierda) como en las tumorales
(derecha). En el diagrama estan representados los valores extremos, la mediana y las
muestras cuyas longitudes superan en 2 veces la desviacion tipica (situadas por encima

del diagrama de cajas).
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Figura 28. Diagrama de dispersion en el que se muestran las longitudes de los telomeros
de los 95 pacientes, tanto en las muestras no tumorales como en las tumorales, en

Kilobases.
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Figura 29. Ejemplo de Southern-blot de ADN telomérico de pacientes afectados por CNMP.
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En el lado izquierdo se muestra el marcador de peso molecular (PM) empleado para
determinar la longitud de los fragmentos teloméricos de las distintas muestras, con sus
correspondientes valores expresados en Kilobases (Kb). A continuacién, aparecen los
fragmentos teloméricos de distintos pacientes (Pac, paciente; T, muestra tumoral; N,

muestra no tumoral).

No se observaron diferencias significativas en la longitud de los teléomeros
entre los tumores con actividad telomerasa y los que resultaron negativos
(P =0.399, aplicando la prueba t de Student). En el primer caso, la media de la
longitud de los fragmentos teloméricos de restriccion fue 7.82 Kb (7.20 — 8.43
Kb, intervalo de confianza del 95% para la media), mientras que los tumores
sin actividad telomerasa mostraron una longitud media de 7.88 Kb
(5.99 - 9.76 Kb, intervalo de confianza del 95% para la media)
(Figura 30). Expresados estos resultados como TRF T/TRF N, se obtuvieron los
siguientes valores medios: los tumores en los que se detecté actividad

enzimatica presentaron un TRF T/TRF N medio de 0.98 (0.91 - 1.06, intervalo
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de confianza del 95% para la media), frente a 0.92 (0.77 — 1.06, intervalo de
confianza del 95% para la media) en el grupo de canceres sin actividad

telomerasa.
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Figura 30. Diagrama de cajas donde estan representadas las longitudes de los fragmentos
teloméricos de restriccion (TRF) de los 95 tumores analizados en esta Tesis, en funcion
de si se ha detectado (derecha) o no (izquierda) actividad telomerasa. En el diagrama
estan representados los valores extremos, la mediana y las muestras cuyas longitudes

superan en 2 veces a la desviacion tipica (situadas por encima del diagrama de cajas).

En las Tablas 27 y 28 se resumen los resultados aqui expuestos.
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FUNCION TELOMERICA

MEDIA TRF EN Kb (Intervalo de

confianza del 95% en Kilobases)

Media de la longitud de los fragmentos
teloméricos de restriccion de las

muestras no tumorales

8.19 (7.80 — 8.57)

Media de la longitud de los fragmentos
teloméricos de restriccion de las

muestra tumorales

7.79 (7.21 - 8.37)

Media de la longitud de los fragmentos
teloméricos de restriccion de las
muestra tumorales en las que no se

detect6 actividad telomerasa

7.86 (5.99 — 9.76)

Media de la longitud de los fragmentos
teloméricos de restriccion de las
muestra tumorales en las que se

detecto actividad telomerasa

7.77 (7.18 - 8.39)

Tabla 27. Resumen de los datos de TRF medios, en Kilobaes, obtenidos a partir de la

poblacion de 95 pacientes analizada en esta Tesis.

FUNCION TELOMERICA

TRF T/TRF N MEDIO

TRF T/TRF N medio

0.97 (0.90 — 1.04)

TRF T/TRF N medio de las muestras
tumorales en las que no se detecto

actividad telomerasa

0.98 (0.90 — 1.06)

TRF T/TRF N medio de las muestras
tumorales en las que se detecto

actividad telomerasa

0.92 (0.77 - 1.06)

Tabla 28. Resumen de los datos del ratio medio TRF T/TRF N obtenidos a partir de la

poblacion de 95 pacientes analizada en esta Tesis.
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1.2 ESTUDIO DEL ESTATUS TELOMERICO Y SU
RELACION CON VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

Tras analizar el estatus telomérico en los 95 pacientes afectados de CNMP, se
procedi6 a evaluar la posible relacion entre éste y las variables

clinico-patologicas.

El estudio del estatus telomérico y el estadio tumoral reveldo que los tumores
de estadio IV tenian mas acortadas las secuencias teloméricas que los tumores
del resto de los estadios, si bien estas diferencias no fueron significativas
(P = 0.439, aplicando la prueba ANOVA). El ratio TRF T/TRF N medio en el
primer caso fue de 0.80 (0.47 — 1.13, intervalo de confianza del 95% para la
media) y para el resto de los estadios fueron los siguientes: 0.94 (0.87 — 1.01,
intervalo de confianza del 95% para la media) para el estadio I, 0.98
(0.65 — 1.31, intervalo de confianza del 95% para la media) para el estadio II,
1.06 (0.90 - 1.23, intervalo de confianza del 95% para la media) para el
estadio IITA y 0.91 (0.22 - 1.59, intervalo de confianza del 95% para la media)
para el estadio IIIB (Figura 31A).

Los tumores de mayor tamano (T4) también mostraron secuencias teloméricas
mas cortas que aquellos de tamanos T1, T2 o T3, siendo significativas las
diferencias encontradas entre las 4 poblaciones estudiadas (P = 0.017,
aplicando la prueba ANOVA). El valor medio del ratio TRF T/TRF N en los
tumores de menor tamano (T1) fue 1.02 (0.83 — 1.21, intervalo de confianza
del 95% para la media); en los tumores de tamano T2 fue 0.92 (0.85 - 0.99,
intervalo de confianza del 95% para la media); en los tumores clasificados
como T3 fue 1.18 (0.96 — 1.41, intervalo de confianza del 95% para la media) y
en los tumores de mayor tamano (T4) fue 0.82 (0.44 - 1.20, intervalo de

confianza del 95% para la media) (Figura 31B).
Con respecto a la infiltracion ganglionar, no se encontraron diferencias

significativas en cuanto a la longitud de las secuencias teloméricas (P = 0.787,

aplicando la prueba ANOVA). El ratio TRF T/TRF N medio en los tumores que
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no dieron lugar a infiltracion ganglionar fue 0.97 (0.89 — 1.04, intervalo de
confianza del 95% para la media); en los tumores con infiltracion de grado N1
fue 1.05 (0.77 — 1.33, intervalo de confianza del 95% para la media) y en los

tumores N2 fue 0.97 (0.90 — 1.04, intervalo de confianza del 95% para la
media) (Figura 31C).
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Figura 31. Diagramas de cajas en los que se representan los ratios TRF T/TRF N en la
poblacion de 95 CNMPs estudiada en esta Tesis, en funciéon de: A) Estadio tumoral;
B) Tamafo del tumor; C) Grado de infiltracion ganglionar. En los diagramas estan

representados los valores extremos, la mediana y las muestras cuyas longitudes superan

en 2 veces la desviacion tipica.
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Teniendo en cuenta el tipo histologico, tampoco se encontraron diferencias
significativas en funcion del estatus telomérico (P = 0.315, aplicando la prueba
ANOVA), pero cabe destacar el hecho de que los carcinomas indiferenciados de
célula grande tenian un ratio TRF T/TRF N medio claramente disminuido con
respecto a los tipos histolégicos carcinoma epidermoide y adenocarcinoma, lo
que significa que la longitud de sus telomeros era menor que en los otros dos
tipos histologicos. Los primeros presentaban un ratio medio de 0.73
(0.51 - 0.95, intervalo de confianza del 95% para la media), mientras que los
tumores de tipo carcinoma epidermoide y adenocarcinoma tenian, como
media, un ratio de 0.99 (0.90 - 1.09, intervalo de confianza del 95% para la
media) y 0.97 (0.86 — 1.08, intervalo de confianza del 95% para la media),
respectivamente (Figura 32A).

Con respecto a la recurrencia tumoral, no se observaron diferencias
significativas en cuanto a la longitud de los telomeros en las dos poblaciones
estudiadas (P = 0.161, aplicando la prueba U de Mann-Whitney). El grupo de
tumores que no recidivo tenia un ratio TRF T/TRF N de 1.00 (0.91 — 1.08,
intervalo de confianza del 95% para la media) y el grupo que dio lugar a
recurrencias durante el periodo de seguimiento de la serie, de 0.96

(0.83 - 1.10, intervalo de confianza del 95% para la media) (Figura 32B).

Los datos aqui reflejados se resumen en las Tablas 29 y 30.
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Figura 32. Diagramas de cajas en el que se representan los ratios TRF T/TRF N en la
poblacion de 95 CNMPs estudiada en esta Tesis, en funcion de: A) Tipo histologico del
tumor (AD, adenocarcinoma; CE, carcinoma epidermoide; CICG, carcinoma indiferenciado
de célula grande. B) Recidiva tumoral. En los diagramas estan representados los valores

extremos, la mediana y las muestras cuyas longitudes superan en 2 veces la desviacion

tipica.
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LONGITUD DE LOS TELOMEROS (Kb)
(Intervalo de confianza del 95% en Kb)

VARIABLE N° DE MUESTRAS p MUESTRAS p
CASOS CONTROL (N) TUMORALES (T)
Estadio 95 0.665 0.439
I 51 8.05 7.42
(7.55 - 8.55) (6.81 - 8.03)
II 7 8.01 8.05
(6.72 - 9.29) (4.29 - 11.81)
[IIA 29 8.45 8.62
(7.72 -9.19) (7.43 - 9.81)
111B 4 7.51 6.87
(6.65 - 8.37) (1.25 - 12.49)
v 4 9.14 7.78
(2.46 — 15.83) (-1.25 - 16.82)
Tamano 95 0.401 0.005
T1 8 7.43 7.52
(5.88 - 8.97) (5.65 -9.39)
T2 63 8.25 7.44
(7.79 - 8.71) (6.83 - 8.06)
T3 18 8.58 9.86
(7.42 - 9.73) (8.07 - 11.65)
T4 6 7.47 6.16
(6.87 - 8.08) (3.06 - 9.26)
Infiltracion ganglionar 95 0.999 0.603
NO 65 8.20 7.79
(7.71 - 8.69) (7.13 - 8.44)
N1 9 8.18 8.71
(7.15 - 9.20) (5.79 - 11.63)
N2 21 8.18 7.57
(7.30 - 9.07) (6.14 - 9.00)
Tipo histologico 95 0.271 0.345
Adenocarcinoma 38 8.53 8.24
(7.84 - 9.22) (7.17 - 9.32)
Carcinoma epidermoide 53 7.91 7.64
(7.43 - 8.40) (6.92 - 8.36)
Carcinoma
4 8.67 6.31
indiferenciado de célula (7.64 - 9.69) (4.46 - 8.16)
grande
Recidiva 90 0.698 0.707
Positiva 29 8.26 7.74
(7.59 - 8.94) (6.76 - 8.72)
Negativa 61 8.19 8.04
(7.67 - 8.71) (7.26 - 8.81)

Tabla 29. Resumen de los datos de longitud telomérica media en las muestras no
tumorales y tumorales de los 95 casos de CNMP estudiados en esta Tesis, en funcién de

distintas variables clinico-patolégicas.
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VARIABLE N° DE CASOS TRET/TRE N
(Intervalo de confianza del 95% )
Estadio 95 0.439
I 51 0.94 (0.87 - 1.01)
II 7 0.98 (0.65 - 1.31)
IIIA 29 1.06 (0.90 - 1.23)
11IB 4 0.91 (0.22 - 1.59)
v 4 0.80 (0.47 - 1.13)
Tamaio 95 0.017
T1 8 1.02 (0.83 - 1.21)
T2 63 0.92 (0.85 - 0.99)
T3 18 1.18 (0.96 - 1.41)
T4 6 0.82 (0.44 - 1.20)
Infiltracion ganglionar 95 0.787
NO 65 0.97 (0.89 - 1.04)
N1 9 1.05 (0.77 - 1.33)
N2 21 0.96 (0.77 - 1.15)
Tipo histolégico 95 0.315
Adenocarcinoma 38 0.97 (0.86 - 1.09)
Carcinoma epidermoide 353 0.99 (0.90 - 1.09)
Carcinoma
indiferenciado de célula 4 0.73 (0.51 - 0.99)
grande
Recidiva 90 0.161
Positiva 29 0.96 (0.83 - 1.10)
Negativa 61 1.00 (0.91 - 1.08)

Tabla 30. Resumen de los datos del ratio TRF T/TRF N medio de los 95 CNMPs estudiados

en esta Tesis, en funcion de distintas variables clinico-patolégicas.

A continuacion, se establecieron dos grupos de tumores en funcién del ratio
TRF T/TRF N. Consideramos acortamiento telomérico cuando el ratio
TRF T/TRF N era inferior a 1, mientras que los tumores cuyos ratios eran

iguales o mayores de 1 se agruparon como mantenimiento telomérico.
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Basandonos en el estatus telomérico, es decir, en si las muestras tumorales
mostraban acortamiento o mantenimiento de las secuencias teloméricas en
comparacion con su correspondiente muestra no tumoral, realizamos el
estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad. En total,
85 pacientes formaron parte del estudio. De éstos, 43 presentaron tumores
con acortamiento telomérico y en 42 casos los telomeros mantenian su

longitud con respecto al control.

Aparecieron recidivas en el 19% de los pacientes que mostraban
mantenimiento telomérico. En los casos en los que se detecto acortamiento de
las secuencias teloméricas, el porcentaje de recidivas fue del 44.2%. El
intervalo libre de enfermedad medio para estos fue de 38.32 meses
(29.04 - 47.60 meses, intervalo de confianza del 95% para la media) frente a
52.60 meses (43.35 - 61.84 meses, intervalo de confianza del 95% para la
media) para el grupo clasificado como mantenimiento telomérico. Las
diferencias entre los dos grupos fueron significativas (P = 0.020, segin la
comparacion estadistica Log Rank) (Figura 33). Esto se traduce en que el
acortamiento de las secuencias teloméricas en las muestras tumorales es un

factor de pronostico adverso en cancer no microcitico de pulmon.

Con objeto de determinar si el acortamiento de los telémeros representaba, en
CNMP, un factor de mal prondstico independiente de otras variables
clinico-patologicas, se llevé a cabo un analisis multivariable de Cox. La
seleccion de variables que formaron parte de este analisis se realiz6 a partir de
un analisis univariable, seleccionandose el estadio tumoral y el grado de
infiltracion ganglionar, pues fueron las uUnicas variables clinico-patologicas
cuyo nivel de significacion fue inferior a 0.1. Asi, el acortamiento telomérico
resulté ser un factor de mal pronostico independiente del estadio tumoral y del
grado de infiltracion ganglionar (P = 0.012). El riesgo relativo medio de recidiva
fue 1.89 veces superior (1.15 — 3.10, intervalo de confianza del 95% para la
media) en los pacientes con acortamiento de las secuencias teloméricas

(Tabla 31).
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Figura 33. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, medidas como intervalo libre de
enfermedad, de 85 pacientes afectados de CNMP, en relacion a la longitud telomérica. En
azul se representa el grupo de pacientes con mantenimiento telomérico y en rojo el grupo
con telomeros acortados. En cada curva, se indica el nimero de casos con recidiva

respecto al nimero total de pacientes.

RIESGO INTERVALO DE CONFIANZA

VARIABLE
RELATIVO DEL 95%
Estadio 0.031
Mvsl 1.757 0.489 - 6.310 0.338
IIIA vs 1T 3.139 1.343 - 7.333 0.008
Infiltracion ganglionar
NO vs N1/N2 0.423 0.169 - 1.059 0.066
TRF T/TRF N < 1) 1.887 1.147 - 3.102 0.012

Tabla 31. Analisis multivariable de Cox considerando las variables clinico-patoldgicas

estadio tumoral y grado de infiltracion ganglionar y la longitud de los telomeros.
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1.3 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA Y SU
RELACION CON VARIABLES CLINICO- PATOLOGICAS

Considerando los 5 estadios establecidos en CNMP, no se observaron
diferencias significativas en funcion de la actividad de la enzima telomerasa en
los tumores analizados (P = 0.078, segun la prueba Chi cuadrado), si bien si
se aprecid una tendencia hacia la falta de actividad en los estadios mas
avanzados. Los tumores de estadio I mostraron actividad telomerasa en el
82.3% de los casos; los tumores de estadio II en el 85.7%; los tumores de
estadio IIIA en el 93.1%; y los tumores de estadio IIIB y IV en el 50%
(Figura 34A).

En cuanto al tamano del tumor, no se obtuvieron diferencias significativas
entre las poblaciones estudiadas (P = 0.121, segun la prueba Chi cuadrado).
En los tumores de tamano T1 se detecto actividad telomerasa en el 75% de los
casos; en los tumores T2 en el 85.7%; en los tumores T3 en el 88.9% y en los

tumores T4 en el 50% (Figura 34B).

Con respecto a la infiltracion ganglionar, no se obtuvieron diferencias
significativas entre la poblacion tumoral con y sin actividad telomerasa
(P = 0.595, segun la prueba Chi cuadrado). Mostraron actividad telomerasa el
84.6%, 88.9% y 76.2% de los tumores sin infiltracion ganglionar, con grado N1

de infiltracion ganglionar y con grado N2, respectivamente (Figura 34C).

Sin embargo, se encontraron diferencias significativas al considerar la
clasificaciéon tumoral en funcién del tipo histolégico (P = 0.006, segun la
prueba Chi cuadrado). Asi, los adenocarcinomas y los carcinomas
epidermoides presentaban, mayoritariamente, actividad telomerasa (32/38 y
46/53, respectivamente) mientras que el 75% de los carcinomas

indiferenciados de célula grande carecian de ella (3/4) (Figura 35A).

El analisis de la actividad de telomerasa con relacion a la aparicion de

recidivas mostroé la existencia de diferencias significativas (P = 0.031, segun la
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prueba Chi cuadrado) entre las poblaciones analizadas. Sélo el 7.1% (1/13) de
los tumores que carecian de actividad telomerasa recidivaron, mientras que en
los tumores telomerasa positivos, se detecto un 36.8% (28/76) de recidivas

(Figura 35B).
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Figura 34. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de actividad
telomerasa en funcion de: A) Estadio tumoral; B) Tamafio del tumor; C) Grado de
infiltracién ganglionar. En todos los casos, las barras azules indican tumores sin actividad

telomerasa y las rojas tumores que en los se detectd actividad enzimatica.
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Figura 35. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de actividad
telomerasa en funcion de: A) Tipo histolégico del tumor; AD, adenocarcinoma; CE,
carcinoma epidermoide; CICG, carcinoma indiferenciado de célula grande; B) Recidiva
tumoral. En ambos casos, las barras azules indican tumores sin actividad telomerasa y las

rojas tumores que en los se detect6 actividad enzimatica.

Los datos aqui expuestos quedan resumidos en la Tabla 32.
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ACTIVIDAD TELOMERASA
VARIABLE N° DE CASOS POSITIVA (%) NEGATIVA (%) P
Estadio 95 0.078
I 51 42 (82.3) 9 (17.7)
I 7 6 (85.7) 1(14.3)
IIIA 29 27 (93.1) 2 (6.9)
I1IB 4 2 (50) 2 (50)
v 4 2 (50) 2 (50)
Tamaino 95 0.121
T1 8 6 (75) 2 (25)
T2 63 54 (85.7) 9 (14.3)
T3 18 16 (88.9) 2 (11.1)
T4 6 3 (50) 3 (50)
Infiltracion ganglionar 95 0.595
NO 65 55 (84.6) 10 (15.4)
N1 9 8 (88.9) 1(11.1)
N2 21 16 (76.2) 5 (23.8)
Tipo histologico 95 0.006
Adenocarcinoma 38 32 (84.2) 6 (15.8)
Carcinoma epidermoide 53 46 (86.8) 7 (13.2)
Carcinoma
indiferenciado de célula 4 1(295) 3 (75)
grande
Recidiva 90 0.031
Positiva 29 28 (96.5) 1(3.95)
Negativa 61 48 (78.7) 13 (21.3)

Tabla 32. Resumen de los datos de actividad de la enzima telomerasa en los 95 CNMPs

estudiados en esta Tesis y su relacion con variables clinico-patologicas.

El estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, revel6
que ninguno de los tumores sin actividad telomerasa dio lugar a recidiva
durante el periodo de seguimiento de la serie. Sin embargo, se detectaron
recidivas en el 37% de los pacientes con tumores telomerasa positivos. Por

tanto, la actividad telomerasa parece estar relacionada con un peor pronéstico
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y una mayor capacidad del tumor para recidivar (P = 0.019, segun la

comparacion estadistica Log Rank) (Figura 36A).

En este estudio se incluyeron 85 pacientes. De estos , 12 pacientes carecieron
de actividad telomerasa en la muestra tumoral y en 73 se detect6é actividad

enzimatica.

Considerando unicamente los pacientes en cuya muestra tumoral se detecto
actividad de la enzima telomerasa, 73, el acortamiento telomérico volvio a
estar relacionado con un peor pronostico (P = 0.026, segiin la comparacion
estadistica Log Rank). Asi, el 51.3% de los pacientes cuyas muestras
tumorales mostraron un ratio TRF T/TRF N inferior a 1 presentaron
recurrencia tumoral durante el tiempo de seguimiento de la serie, frente al
22.2% de los pacientes cuyo ratio fue igual o superior a 1. El intervalo libre de
enfermedad medio para el primer grupo de pacientes fue 32.92 meses
(22.93 - 42.92 meses, intervalo de confianza del 95% para la media) y
50.68 meses (40.49 - 60.87 meses, intervalo de confianza del 95% para la
media) para el grupo de pacientes con tumores que mantuvieron la longitud de
las secuencias teloméricas en la muestra tumoral con respecto a su

correspondiente muestra no tumoral (Figura 36B).

De los 73 pacientes incluidos en este estudio, 37 acortaban las secuencias

teloméricas en la muestra tumoral y 36 mantenian la longitud.

151



Resultados

A) B)
1.0 © 1.0
% Actividad telomerasa negativa 0/12 %
2 0,8 2 0,8 TRFT/TRFN21 8/36
=> >
) e
e 8
= — =3 —
206 206
% Actividad tel ” 27173 % TRFT/TRFN<1 19/37
o 0,4ﬁ ctividad telomerasa positiva o 0,4ﬁ
o ©
T T
8 g0 899
Q9,2 Q9,2
e} o
2 2
0 9,0 p=0019 | 0,07 P =0.026
| I [ [ [ [ I I | [ l [ [ I [ [
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Meses después de la cirugia Meses después de la cirugia

Figura 36. A) Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, medidas como intervalo libre de
enfermedad, de 85 pacientes afectados de CNMP, en relacion con la actividad telomerasa.
En azul se representan los pacientes sin actividad telomerasa en la muestra tumoral y en
rojo los pacientes con actividad enzimatica. B) Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier,
medidas como intervalo libre de enfermedad, de 73 pacientes afectados de CNMP y con
actividad telomerasa en la muestra tumoral, en relacion con la longitud telomérica. En
azul se representa el grupo de pacientes con mantenimiento telomérico y en rojo el grupo
con telomeros acortados. En ambos casos, en cada curva se indica el namero de casos con

recidiva respecto al nimero total de pacientes.
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2. ANALISIS DE LOS GENES DE REPARACION DEL
ADN MEDIANTE MATRICES DE ADN
COMPLEMENTARIO

2.1 ANALISIS DE LOS GENES DE REPARACION DEL ADN
EN MUESTRAS TUMORALES Y CONTROL

Para el estudio inicial de genes de reparacion del ADN con matrices de ADN
complementario se seleccionaron 21 muestras tumorales cuyo ARN tenia una
integridad optima, requisito imprescindible para el empleo de esta técnica.
Siguiendo criterios establecidos en otros estudios se escogi6, como referencia,

una mezcla de 8 muestras control.

Con el programa “GEArray Expression Analysis Suite” de Superarray”
analizamos los niveles de expresion de ARN mensajero de las 21 muestras
tumorales y de la mezcla constituida por 8 muestras no tumorales.
Establecimos, como diferencia minima, que la expresion entre ambos grupos
debia diferir, al menos, en dos veces. Los niveles de expresion fueron
normalizados con el gen de expresion constitutiva PPIA (CICLOFILINA A). La
Figura 37 representa dos matrices hibridadas, una con el control, y la otra
con una muestra tumoral. En la Tabla 33 se recogen los genes incluidos en la

matriz en el orden en el que se localizan.

Los genes cuya expresion se vio alterada en la poblacion tumoral con respecto
a la mezcla de muestras no tumorales pertenecian a distintas vias de
reparacion del ADN. En la Tabla 34 estan recogidos estos genes junto a los
niveles de expresion que mostraban en la poblacion tumoral con respecto a la
no tumoral. La Figura 38 representa los genes y el aumento o disminucion de
expresion en la poblacion tumoral, con respecto al control, en un diagrama de

barras.
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Figura 37. Representacion de dos matrices de ADN complementario hibridadas. A la
izquierda, autorradiografia de la mezcla de 8 muestras no tumorales; a la derecha,
autorradiografia de una muestra tumoral. En ambas, las dos ultimas filas se corresponden
con los blancos (fila M: posicion 1 - 6) y con los genes normalizadores (fila M:

posicion 7 - 8; fila N: posicién 1 - 8).

1 2 3 4 5 6 7 8

A PARP1L PARP2 PARP3 APEX1 APEX2 ATM ATR BRCA1
B BRCA2 CCNH CDK7 CETN2 ERCC8 DCLREIA DCLRELB DCLRELC
¢ DDB1 DDB2 DEPC-1 DMC1 DUT ERCC1 ERCC2 ERCC3
b ERCC4 ERCC5 ERCC6 EXO1 FEN1 NEIL3 XRCC6 GTF2H1
E | GTR2H2 GTF2H3 GTF2H4 LIG1 LIG3 LIG4 MBD4 MGMT
F MLH1L MLH3 MNAT1 MRE11A MSH2 MSH3 MSH4 MSH5
G MSH6 MUTYH NBN NEIL1 NEIL2 NTHL1 OGG1 PMS1
H PMS2 PMS2L3 PMS2L4 PNKP PRKDC RAD18 RAD23A RAD23B
I RADS0 RAD51C RAD51L1 | RADS51L3 RAD54B RADS54L RECQL4 RECQLS
J RPA1 RPA2 RPA3 SMUG1 TDG TERF1 TERF2 TERT
K | TOP3A TOP3B UBE2A UBE2B UBE2I UBE2N UBE2V2 UNG
L XAB2 XPA XPC XRCC1 XRCC2 XRCC3 XRCC4 XRCC5
M | PUC18 PUC18 PUC18 Blank Blank Blank GAPDH GAPDH
N PPIA PPIA PPIA PPIA RPL13A RPL13A ACTB ACTB

Tabla 33. Genes incluidos en la matriz de ADN complementario segiin su localizaci6on en la

misma.
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N° DE VECES QUE SE
GEN ViA DE REPARACION EXPRESA EL GEN CON
RESPECTO AL CONTROL

PARP1 BER 4.84
DCLREI1A ESTABILIDAD 2.69
ERCC1 NER 2.68
FLJ10858 BER 3.71
MSH4 MMR 108.49
0GG1 BER 2.16
RAD23B NER 2.18
MUTYH BER 0.42
PMS2 MMR 0.36
RAD54B HR 0.47
RPA2 NER 0.41

Tabla 34. Valores medios del nimero de veces que se expresaba cada gen en la poblacion
de 21 tumores de CNMP con respecto a la mezcla de 8 muestras no tumorales considerada
como referencia. La primera columna indica el gen en el que se detectaron niveles de
expresion de ARN mensajero diferente entre ambos grupos. La segunda columna
representa la via de reparacion a la que pertenece cada gen (BER, reparacion por escision
de bases; ESTABILIDAD, genes relacionados con la estabilidad genoémica; HR,
recombinacion homoéloga; MMR, reparacion de apareamientos incorrectos de bases; NER,
reparacion por escision de nucleodtidos). En la tercera columna se indica el nimero medio
de veces que cada gen esta aumentado o disminuido en las muestras tumorales con

respecto a la mezcla no tumoral.
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Figura 38. Datos obtenidos a partir del analisis de 21 tumores de CNMP. Los genes
representados en el diagrama de barras son aquellos cuya expresion era + 2 veces la
expresion de los mismos en la mezcla no tumoral. Cada dato se normalizé con ciclofilina
A. * El gen MSH4 mostré una expresion 108.5 veces mas en las muestras tumorales que

en la mezcla de muestras normales.

2.2 ANALISIS DE LOS GENES DE REPARACION DEL ADN Y
ESTATUS TELOMERICO

De las 21 muestras seleccionadas, 11 presentaban acortamiento significativo
de las secuencias teloméricas en comparacion con su correspondiente muestra
control, es decir, la longitud de los telémeros en el tumor era, al menos, un
20% mas corta que en la correspondiente muestra no tumoral. Las 10

restantes se clasificaron como mantenimiento de las secuencias telomeéricas.

Mediante el programa “GEArray Expression Analysis Suite” de Superarray"”
seleccionamos los genes que mostraron diferencias de expresion de ARN
mensajero de, al menos, 2 veces entre la poblacion que mantenia la longitud
de los fragmentos teloméricos y la que los acortaba significativamente,

habiendo normalizado previamente los datos obtenidos con el gen PPIA.
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Diferentes genes pertenecientes a distintas vias de reparacion mostraban

variaciones de expresion entre las dos poblaciones estudiadas. En la Tabla 35

se recogen los genes que mostraban estas variaciones, asi como la via de

reparacion a la que pertenecen y los niveles de significatividad (estadistico t de

Student o U de Mann-Whitney) encontrados tras el estudio estadistico. Los

niveles de expresion de ARN mensajero de los genes estan expresados en

unidades arbitrarias. Son los datos obtenidos a partir del analisis de los

resultados con el programa de Superarray".

GEN VIA DE ‘ MEDIA DE EXPRESION (INTERVALO DE
REPARACION CONFIANZA DEL 95% PARA LA MEDIA) (U.A.)
Acortamiento telomérico Mantenimiento

significativo telomérico
ATR ESTABILIDAD 0.25 (0.12 - 0.39) 0.34 (0.17 - 0.50) 0.342
DCLRE1A ESTABILIDAD 0.08 (0.04 -0.11) 0.12 (0.06 - 0.15) 0.233
DCLREI1C NHEJ 0.05 (0.02 - 0.08) 0.11 (0.8 - 0.18) 0.090
ERCC1 NER 0.07 (0.05-0.10) 0.10 (0.06 - 0.15) 0.218
ERCC3 NER 0.13 (0.07 - 0.18) 0.20 (0.12 - 0.27) 0.107
FEN1 ESTABILIDAD 0.03 (0.02 - 0.04) 0.05 (0.03 - 0.08) 0.076
FLJ10858 BER 0.06 (0.04 - 0.08) 0.1 (0.06 - 0.13) 0.053
GTF2H1 NER 0.05 (0.02 - 0.08) 0.12 (0.07 - 0.16) 0.019
LIGASA4 NHEJ 0.33 (0.15-0.52) 0.42 (0.22 - 0.61) 0.417
MLH1 MMR 0.33 (0.24 - 0.43) 0.45 (0.28 - 0.63) 0.183
MLH3 MMR 0.24 (0.15-0.33) 0.20 (0.12 - 0.28) 0.549
MSH4 MMR 0.04 (0.01 - 0.05) 0.07 (0.04 - 0.10) 0.021
MSHS MMR 0.27 (0.03 - 0.50) 0.12 (0.07 - 0.18) 0.672
MSH6 MMR 0.22 (0.12 - 0.32) 0.27 (0.16 - 0.38) 0.431
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MUYTH BER 0.06 (0.04 — 0.09) 0.06 (0.03 -0.10) 0.831
NTHL1 BER 0.04 (0.02 - 0.05) 0.06 (0.3 - 0.10) 0.150
0GG1 BER 0.09 (0.04 — 0.14) 0.15 (0.04 - 0.25) 0.456
PARPI BER 0.41 (0.20 - 0.61) 0.65 (0.29 — 1.00) 0.214
PARP3 BER 0.10 (0.06 - 0.14) 0.18 (0.11 - 0.25) 0.029
PMS1 MMR 0.06 (0.03 - 0.08) 0.11 (0.06 - 0.17) 0.031
PMS2 MMR 0.02 (0.01 — 0.04) 0.04 (-0.00 — 0.09) 0.829
PMS2L4 MMR 0.27 (0.09 — 0.45) 0.18 (0.02 -0.33) 0.418
PNKT  ESTABILIDAD 0.05 (0.03 — 0.06) 0.06 (0.03 - 0.08) 0.308
RAD23B NER 0.53 (0.27 — 0.80) 0.53 (0.23 -0.83) 0.860
RAD50 NHEJ 0.64 (0.46 — 0.83) 0.56 (0.26 — 0.85) 0.590
RAD54B HR 0.49 (0.27 - 0.71) 0.47 (0.19-0.29) 0.778
RPA2 NER 0.20 (0.11 -0.29) 0.27 (0.15-0.39) 0.302
hTERT ESTABILIDAD 0.4 (0.23 - 0.58) 0.32 (0.19 - 0.46) 0.417
TOP3B  ESTABILIDAD 0.04 (0.2 - 0.06) 0.07 (0.03 - 0.10) 0.129
TRF2  ESTABILIDAD 1.01 (1.04 - 1.13) 1.14 (1.04 - 1.23) 0.309
XAB2 NER 0.02 (0.00 — 0.03) 0.03 (0.00 - 0.06) 0.467
XPC NER 0.22 (00.09 - 0.34) 0.32 (0.09 - 0.55) 0.397

Tabla 35. Genes que mostraron diferencias en los niveles de expresion de ARN mensajero
de, al menos, * 2 veces, en la poblacion de 21 CNMPs subdividida en funcion del estatus
telomérico. Las unidades de expresion son arbitrarias (U.A.) y fueron definidas por el
programa “GEArray Expression Analysis Suite” de Superarray” empleado en el analisis de
datos. La segunda columna representa la via de reparacion a la que pertenece cada gen
(BER, reparacion por escision de bases; ESTABILIDAD, genes relacionados con la
estabilidad genémica; HR, recombinacion homoéloga; MMR, reparacion de apareamientos
incorrectos de bases; NHEJ, recombinacion no homdloga; NER, reparacion por escision de
nucleodtidos). En negrita se representan los genes que, posteriormente, se analizaron por

PCR cuantitativa a tiempo real.
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2.3 ANALISIS DE LOS GENES DE REPARACION DEL ADN Y
ACTIVIDAD TELOMERASA

Seguidamente, se procedié a realizar un estudio diferencial de expresion de
ARN mensajero entre la poblacion de tumores con actividad telomerasa y el
grupo sin actividad. De los 21 tumores evaluados, se detectdo actividad
enzimatica en 15. El analisis de los resultados se llevé a cabo con el programa
“GEArray Expression Analysis Suite” de Superarray’ y los datos se

normalizaron con el gen PPIA.

Inicialmente, se seleccionaron aquellos genes cuyas diferencias de expresion
entre ambas poblaciones eran de, al menos, 2 veces. En la Tabla 36 se recogen
los datos de estos genes, asi como la via de reparacion a la que pertenecen y
los niveles de significacién (estadistico U de Mann-Whitney). Los niveles de
ARN mensajero vienen expresados en las unidades arbitrarias dadas por el

programa de Superarray".

pu— ViA DE MEDIA DE EXPRESION (INTERVALO DE
REPARACION CONFIANZA DEL 95% PARA LA MEDIA) (U.A.)
Actividad telomerasa Actividad telomerasa
negativa positiva
MSH6 MMR 0.14 (-0.01 - 0.30) 0.29 (0.21 - 0.36) 0.021
XAB2 NER 0.01 (-0.01 - 0.03) 0.03 (0.01 - 0.05) 0.108
XPC NER 0.42 (0.00 - 0.84) 0.21 (0.12 - 0.30) 0.242

Tabla 36. Genes que mostraron diferencias en los niveles de expresion de ARN mensajero
de, al menos, * 2 veces, en la poblacion de 21 CNMPs subdividida en funcion de la
actividad de la enzima telomerasa. Las unidades de expresion son arbitrarias (U.A). La
segunda columna representa la via de reparacion a la que pertenece cada gen (MMR,
reparacion de apareamientos incorrectos de bases; NER, reparacion por escision de
nucleodtidos). En negrita se representan los genes que, posteriormente, fueron estudiados

por PCR cuantitativa a tiempo real.
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3. ANALISIS DE LOS GENES DE REPARACION DEL
ADN MEDIANTE PCR CUANTITATIVA A TIEMPO
REAL

Tras realizar un primer abordaje con las matrices de ADN complementario, se
procedio6 a validar los resultados por la técnica PCR cuantitativa a tiempo real.
Para ello, se seleccionaron los genes que podrian estar implicados en la
funcion telomérica. Se eligieron aquellos que mostraron diferencias
significativas de expresion de ARN mensajero entre las poblaciones
estudiadas, segun la funcion telomérica, asi como aquellos cuyas diferencias
de expresion presentaban un nivel de significacion estadistica en torno a 0.1.
En las Tablas 35 y 36 quedan reflejados en negrita los genes incluidos en este
estudio. Asimismo, se analizaron los genes PARP1, PRKDC, hTERT, TRF1, TRF2
y XRCCS5, ya que, si bien no mostraron diferencias significativas de expresion
entre las poblaciones estudiadas, su implicacion en la funcién telomérica esta

definida en la literatura.

Se consideraron 37 tumores, incluidos los 21 analizados con las matrices de
ADN complementario, asi como la mezcla de muestras no tumorales, que
ejercio como calibradora. El gen PPIA fue el elegido para normalizar los

resultados obtenidos.

3.1 ANALISIS DE LOS GENES DE REPARACION DEL ADN
EN CANCER NO MICROCITICO DE PULMON

El analisis de los datos de PCR cuantitativa a tiempo real reveld que la
poblacion tumoral tendia a expresar menores niveles de ARN mensajero de los
genes DCLREIC, GTF2H1 y TRF2, en comparacion con la mezcla de muestras
no tumorales. De esta manera, el 75.7%, 63.9% y 50% de los tumores
presentaban niveles disminuidos de estos genes, respectivamente (Figura 39A,

39B y 39C).
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Figura 39. Representacion grafica de la expresion de ARN mensajero (RQ), en las muestras
tumorales analizadas, de los genes A) DCLRE1C; B) GTF2H1; C) TRF2. Las barras de color
azul indican, en las 3 graficas, muestras con expresion comprendida dentro del rango de
normalidad. Las barras en rojo indican una disminucion de la expresion de, al menos, 2

veces comparada con la mezcla de muestras no tumorales.
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Solo hubo un gen cuya expresion se encontro aumentada en las muestras
tumorales con respecto a la mezcla no tumoral: FLJ10858 (Figura 40). El

82.9% de los tumores sobre-expresaban este gen.
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Figura 40. Representacion grafica de la expresion de ARN mensajero (RQ) del gen
FLJ10858 en las muestras tumorales analizadas. Las barras de color azul indican
muestras con expresion comprendida dentro del rango de normalidad. Las barras en rojo
indican un aumento de la expresion de, al menos, 2 veces comparada con la mezcla de

muestras control.

Comparando estos resultados con los obtenidos a partir de las matrices de
ADN complementario, se corrobor6 que el gen FLJ10858 presentaba niveles de
expresion de ARN mensajero superiores al rango considerado como normal en
las muestras tumorales con respecto a la mezcla de 8 muestras no tumorales,

que funcion6 como calibrador.

3.2 RELACION ENTRE LOS VALORES DE EXPRESION
GENICA Y LAS VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

En un primer abordaje se quiso estudiar la posible relacion entre las
variaciones en los niveles de ARN mensajero de los genes de reparacion del

ADN y las distintas variables clinico-patolégicas.
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El gen FLJIO0858, cuyos niveles de ARN mensajero se encontraron
aumentados mas de dos veces en la poblaciéon tumoral con respecto a la
mezcla de muestras no tumorales, mostré mayores niveles en los tumores de
estadios mas avanzados (IIIB y IV) (RQ medio 12.38; 6.36 — 24.25, intervalo de
confianza del 95% para la media) que en los tumores clasificados dentro de los
estadios mas tempranos (I-IIIA) (RQ medio 5.90; 3.81 — 9.19, intervalo de
confianza del 95% para la media) (la diferencia de medias fue 1.07) (P = 0.073,

segun la prueba t de Student) (Figura 414A).

No se encontré ninguna relacion significativa entre la expresion de ARN
mensajero de los genes estudiados y las variables clinico-patologicas tamano

del tumor y grado de infiltracién ganglionar.

DCLREIC, implicado en la recombinacion no homodloga, presenté niveles
normales de expresion en el tipo histologico carcinoma indiferenciado de
célula grande (RQ medio 0.69; 0.17 — 2.79, intervalo de confianza del 95%
para la media), mientras que la expresion se vio disminuida en los tipos
histologicos carcinoma epidermoide y adenocarcinoma (RQ medio 0.28 y 0.41,
respectivamente; 0.21 — 0.34 y 0.29 - 0.57, intervalo de confianza del 95%
para la media, respectivamente) (P = 0.031, segin la prueba ANOVA) (Figura
41B).

GTF2H]1, que desarrolla su funcion en la via de reparacion por escision de
nucleodtidos, presento, igualmente, niveles normales de expresion en el tipo
histolégico carcinoma indiferenciado de célula grande, siendo el RQ medio
1.19 (0.63 - 2.23, intervalo de confianza del 95% para la media). La expresion
se vio disminuida en los tipos histolégicos carcinoma epidermoide y
adenocarcinoma (RQ medio 0.30 y 0.40, respectivamente; 0.21 — 0.43 y
0.26 — 0.61, intervalo de confianza del 95% para la media, respectivamente)

(P=0.010, segun la prueba ANOVA) (Figura 41C).
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Figura 41. Diagrama de cajas en el que se representa la expresion de ARN mensajero (RQ)
de: A) FLJ10858 en 37 tumores en funcion del estadio tumoral; B) DCLREIC en 33
tumores en funcion del tipo histologico; C) GTF2H1 en 32 tumores en funcion del tipo
histolégico. En B) y C) AD, adenocarcinoma; CE, carcinoma epidermoide; CICG, carcinoma
indiferenciado de célula grande. En los diagramas estan representados los valores

extremos, la mediana y las muestras cuyas longitudes superan en 2 veces la desviacién
tipica.

El estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, no

revelo resultados concluyentes, pero si claras tendencias. La poblacion en
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estudio fue, como maximo, de 23 pacientes, lo que explica el hecho de que no

se obtengan diferencias significativas entre los supuestos establecidos.

En el caso de hTERT, la sobre-expresion de ARN mensajero se relacion6 con
una mayor tendencia a recidivar, si bien las diferencias no resultaron
significativas: el 46.2% (6/13) de los tumores que presentaban una expresion
de hATERT al menos dos veces superior a la del control recidivaron, frente al
16.7% (1/6) de los tumores que presentaban una expresion dentro del rango
de normalidad de hTERT (P = 0.424, segun la comparacion estadistica Log
Rank). Los niveles de expresion media de ARN mensajero en el caso de los
tumores que sobre-expresaban dicho gen fue 4.23 (3.29 - 5.39, intervalo de
confianza del 95% para la media), mientras que aquellos que mostraban
niveles dentro del rango de normalidad tenian, como RQ medio, 0.96
(0.60 — 1.53, intervalo de confianza del 95% para la media). El periodo medio
libre de enfermedad en el primer caso fue de 27.64 meses (18.67 — 36.60
meses, intervalo de confianza del 95% para la media) y 21 meses en el
segundo (15.63 — 26.37 meses, intervalo de confianza del 95% para la media).

En el estudio participaron 20 pacientes (Figura 42A).

La disminucion en la expresiéon de ARN mensajero de MLHI1, comparandola
con la expresion de la mezcla de muestras no tumorales, parecia relacionarse
con una mayor tendencia a recidivar, si bien las diferencias tampoco fueron
significativas (P = 0.469, segun la comparacion estadistica Log Rank). De esta
manera, el 38.5% (5/13) de los tumores que tenian disminuida la expresion de
MLH]1 recidivaron (RQ medio 0.34; 0.29 — 0.41, intervalo de confianza del 95%
para la media), frente al 16.7% (1/6) de los tumores que mantenian los niveles
de expresion de ARN mensajero dentro del rango de normalidad (RQ medio
0.82; 0.52 — 1.32, intervalo de confianza del 95% para la media). La media de
supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, fue 26.29 meses en
el primer caso (19.00 — 33.59 meses, intervalo de confianza del 95% para la
media) y 36 meses para los pacientes que mantenian dentro del rango de
normalidad los niveles de MLH1 (23.20 — 48.80 meses, intervalo de confianza

del 95% para la media). En el estudio participaron 20 pacientes (Figura 42B).
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Cabe, también, destacar el comportamiento de los tumores que presentaban
alteraciones en los niveles de expresion de ARN mensajero de NTHLI1. Solo el
10% (1/10) de los tumores que presentaban niveles dentro del rango de
normalidad recidivaron, frente al 62.5% (5/8) y el 50% (1/2) de los tumores
cuyos niveles de NTHL1 estaban disminuidos o aumentados, respectivamente,
mas de dos veces con respecto a la mezcla de muestras no tumorales
(P = 0.073, seguin la comparacion estadistica Log Rank). El valor RQ medio de
expresion de ARN mensajero en el grupo que mantenia niveles normales fue
0.85 (0.63 — 1.16, intervalo de confianza del 95% para la media). En el caso de
los tumores que tenian niveles disminuidos fue 0.29 (0.23 - 0.37, intervalo de
confianza del 95% para la media) y 3.23 en el caso de aquellos que
sobre-expresaban NTHLI1 (1.39 — 7.41, intervalo de confianza del 95% para la
media). Los pacientes que mantenian los niveles de NTHL1 dentro del rango de
normalidad presentaban un intervalo libre de enfermedad medio mayor que
los que tenian alteraciones en la expresion de ARN mensajero de este gen. Asi,
éste era 39.50 meses en el primer caso (31.45 — 47.55 meses, intervalo de
confianza del 95% para la media) y 20.5 meses (11.51 — 29.49 meses, intervalo
de confianza del 95% para la media) y 20 meses en el grupo de pacientes cuya
expresion de NTHLI1 disminuia o aumentaba, respectivamente. En el estudio

participaron 21 pacientes (Figura 42C).

Por ultimo, hacer referencia al gen PMSI1. De nuevo, el mantenimiento de la
expresion de este gen se asocidé con un pronoéstico clinico mas favorable, si
bien tampoco en este caso las diferencias encontradas fueron estadisticamente
significativas (P = 0.471, segin la comparacion estadistica Log Rank). Se
registraron recidivas tumorales en el 25% de los casos que presentaban
niveles de expresion dentro del rango de normalidad (3/12), frente al 40% en
el grupo de tumores cuyos niveles estaban aumentados, al menos, dos veces
con respecto al control (4/10). El nivel medio de expresion en el primer caso
fue 0.97 (0.76 — 1.22, intervalo de confianza del 95% para la media), expresado
como RQ, y 3.18 (2.66 — 3.81, intervalo de confianza del 95% para la media) en
el segundo grupo de tumores. El intervalo libre de enfermedad medio fue
34.44 meses (25.22 - 43.67 meses, intervalo de confianza del 95% para la

media) para los pacientes cuyos niveles de ARN mensajero de PMSI se
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encontraban en el rango de normalidad, mientras que éste se reducia a
29.11 meses (18.61 — 39.61 meses, intervalo de confianza del 95% para la
media) en los pacientes en los que la expresion de PMSI se encontraba

aumentada. En el estudio participaron 23 pacientes (Figura 42D).
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Figura 42. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, medidas como intervalo libre de
enfermedad, segin la expresion de ARN mensajero de: A) hTERT; B) MLH1; C) NTHL1;
D) PMS1. En todas ellas, se representa en color azul la probabilidad de supervivencia,
medida como intervalo libre de enfermedad, de los pacientes en los que la expresiéon de
ARN mensajero del gen objeto de estudio se encontraba dentro del rango de normalidad,
segiin comparacion con la mezcla de muestras no tumorales. En rojo o negro las

probabilidades cuando la expresion del gen se encontraba alterada.
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3.3 RELACION ENTRE LOS VALORES DE EXPRESION
GENICA Y EL ESTATUS TELOMERICO

De las 37 muestras tumorales analizadas, 22 mostraron un acortamiento
significativo de las secuencias teloméricas, mientras que 15 mantenian la
longitud de éstas. El valor de expresion de ARN mensajero obtenido, en cada
caso, se normalizé con PPIA, siendo la mezcla de 8 muestras no tumorales la

empleada como calibrador.

La expresion génica de TOP3By PMS]1 se correlacionaba positivamente con la
longitud de los fragmentos telomeéricos de las muestras tumorales (P = 0.009 y
P = 0.021, segun la comparaciéon estadistica Rho de Spearman,
respectivamente). En ambos casos, a menor longitud de los telomeros, menor

expresion de ARN mensajero (Figura 43A y Figura 43B).
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Figura 43. Diagramas de dispersion en los que se representan las longitudes de los
fragmentos teloméricos de restriccion en las muestras tumorales y la expresion de ARN
mensajero, en [delta][delta]Cr, de los genes A) TOP3B; B) PMS1.

168



Resultados

Sorprendentemente, no se corroboraron los datos obtenidos a partir de las
matrices de ADN complementario. Ninguno de los genes seleccionados, asi
como los incluidos en el estudio por estar descrita su implicacion en la
funcion telomérica, presentaron diferencias significativas de expresion de ARN
mensajero entre la poblacibn de muestras tumorales que acorto
significativamente la longitud telomérica y aquella que la mantuvo con

respecto a su correspondiente muestra normal.

En la Tabla 37 se muestran los genes que alcanzaron diferencias significativas
de expresion en funcion del estatus telomérico en las matrices de ADN
complementario y los resultados obtenidos, tanto con esta metodologia, como

por la técnica de PCR cuantitativa a tiempo real.

GEN P VALOR RQ MEDIO (INTERVALO DE P
(MATRICES) CONFIANZA DEL 95% PARA LA MEDIA) (qRT-PCR)
Acortamiento Mantenimiento
telomérico significativo telomérico
GTF2H1 0.019 0.38 (0.26 — 0.55) 0.34 (0.24 - 0.48) 0.653
MSH4 0.021 1.30 (0.63 - 2.69) 1.54 (0.95 - 2.50) 0.691
PARP3 0.029 0.45 (0.31 - 0.66) 0.43 (0.25-0.72) 0.843
PMS1 0.031 0.59 (1.24 - 2.28) 1.96 (1.42 - 2.69) 0.432

Tabla 37. Genes cuya expresion de ARN mensajero presentd valores significativamente
diferentes entre la poblacion de tumores que acortaba mas de un 20% la longitud de sus
telomeros, con respecto a su correspondiente muestra normal, y la que los mantenia,
empleando matrices de ADN complementario. A continuacion, se muestran los valores
medios de expresion de dichos genes en ambas poblaciones, asi como los niveles de
significacion, de acuerdo con los resultados obtenidos por PCR cuantitativa a tiempo real

(QRT-PCR).
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3.4 RELACION ENTRE LOS VALORES DE EXPRESION
GENICA Y LA ACTIVIDAD TELOMERASA

De los 37 tumores que formaron parte del estudio de expresion de ARN
mensajero por PCR cuantitativa a tiempo real, 10 eran telomerasa negativos,
mientras que en 27 se detecto actividad enzimatica. Como calibrador se
empled la mezcla de muestras no tumorales. Cada valor de expresion se

normaliz6 con el gen PPIA.

De los genes estudiados, 5 mostraron diferencias significativas de expresion
entre la poblacion telomerasa positiva y la poblacién telomerasa negativa:
hTERT, DCLRE1C, GTF2H1, PARP3y MLH]1.

hTERT aparecio sobre-expresado mas de dos veces, con respecto al control no
tumoral, en los tumores en los que se detect6 actividad telomerasa (RQ medio
3.05; 2.20 - 4.23, intervalo de confianza del 95% para la media). En cambio,
los tumores sin actividad telomerasa mostraron un RQ medio comprendido
dentro del rango de normalidad (1.55; 0.78 — 3.05, intervalo de confianza del
95% para la media). La diferencia de medias fue 0.98 y ésta mostro
significatividad estadistica (P = 0.044, segun la prueba t de Student). En el

estudio se incluyeron 30 tumores (Figura 44A).

Los niveles de DCLREIC se encontraron disminuidos, con respecto a la mezcla
de muestras no tumorales, en la poblacién tumoral con actividad telomerasa
(RQ medio 0.28; 0.23 - 0.36, intervalo de confianza del 95% para la media).
Sin embargo, los tumores telomerasa negativos presentaron una expresion de
ARN mensajero dentro del rango de normalidad (RQ medio 0.55; 0.36 — 0.86,
intervalo de confianza del 95% para la media). La diferencia de medias fue
0.96 y, de nuevo, ésta fue significativa (P = 0.005, segun la prueba t de
Student) (Figura 44B).

GTF2H1, PARP3 y MLH1 mostraron la misma tendencia que DCLREIC. Esto

es, los tumores en los que se detecto actividad telomerasa tenian disminuida
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la expresion de ARN mensajero de manera significativa con respecto a los
tumores en los que no se detecté actividad enzimatica. Para GTF2H1, el RQ
medio en los tumores del primer grupo fue 0.31 (0.24 — 0.41, intervalo de
confianza del 95% para la media). Los tumores sin actividad telomerasa
presentaron un RQ medio de 0.54 (0.30 — 0.98, intervalo de confianza del 95%
para la media). La diferencia de medias fue 0.80 y la significacion estadistica

P =0.042 (segun la prueba t de Student) (Figura 44C).

El RQ medio de PARP3 en los tumores con actividad telomerasa fue 0.36
(0.25 - 0.50, intervalo de confianza del 95% para la media) y en los tumores
sin actividad enzimatica 0.82 (0.51 — 1.32, intervalo de confianza del 95% para
la media). La diferencia de medias entre ambas poblaciones fue 1.21 siendo
ésta estadisticamente significativa (P = 0.009, segun la prueba t de Student)
(Figura 44D).

En el caso de MLHI, el RQ medio de los tumores en los que se detecto
actividad telomerasa fue 0.41 (0.34 — 0.50, intervalo de confianza del 95% para
la media). Los tumores sin actividad telomerasa mostraron un RQ medio de
0.79 (0.51 - 1.25, intervalo de confianza del 95% para la media). De nuevo, la
diferencia entre ambas poblaciones fue significativa (P = 0.003, segun la

prueba t de Student). La diferencia de medias fue 0.94 (Figura 44E).

Al igual que ocurrié al analizar la expresion de ARN mensajero de los genes
seleccionados en funcion del estatus telomérico, no se corroboraron los
resultados obtenidos mediante la técnica de matrices de ADN complementario.
En la Tabla 38 se muestran los genes analizados mediante ambas técnicas, los

valores obtenidos y los niveles de significacion estadistica.
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Figura 44. Diagramas de cajas en los que se representan la expresion de ARN mensajero

(RQ), en funcion de la actividad de telomerasa, de los genes A) hTERT en 30 tumores;

B) DCLREI1C en 37 tumores; C) GTF2H1 en 36 tumores; D) PARP3 en 34 tumores. En los

diagramas estian representados los valores extremos, la mediana y las muestras cuyas

longitudes superan en 2 veces la desviacion tipica.
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GEN P VALOR RQ MEDIO (INTERVALO DE P
(MATRICES) CONFIANZA DEL 95% PARA LA MEDIA) (qRT-PCR)
Actividad Actividad
telomerasa telomerasa

negativa positiva
DCLREIC W ---e----- 0.55 (0.36 - 0.86) 0.28 (0.23 - 0.306) 0.005
GTF2H1 ~  --------- 0.54 (0.30 - 0.98) 0.31 (0.24 - 0.41) 0.042
MLH1 4 --eeeeeee 0.79 (0.51 - 1.25) 0.41 (0.34 - 0.50) 0.003
MSH6 0.021 0.53 (0.41 - 0.70) 0.86 (0.59 — 1.26) 0.022
PARP3 ---e---- 0.82 (0.51 - 1.32) 0.36 (0.25 - 0.50) 0.026
RTERT ~  --------- 1.55 (0.78 — 3.05) 3.05 (2.20 - 4.23) 0.044

Tabla 39. Genes en los que se detectaron diferencias significativas de expresion en
relacion con la actividad telomerasa, tanto en el estudio con matrices de ADN
complementario, como mediante la técnica PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR). Se

indican, también, los niveles de significacion estadistica en ambos casos.
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4. ACTIVIDAD TELOMERASA Y PARP3

4.1 DETERMINACION DE PERDIDAS DE
HETEROZIGOSIDAD (LOHs) EN LOCI CERCANOS A PARP3

Para el estudio de LOHs se evalu6 el ADN de los 95 pacientes incluidos en el
estudio de la funcién telomérica. Se analizaron dos marcadores distintos,
segun lo descrito en el apartado de Material y Métodos “9.1 Determinacion de
pérdidas de heterozigosidad (LOHs) en loci cercanos a PARP3”, siendo
Unicamente validos para el estudio los tumores que mostraron heterozigosidad

para el marcador evaluado en la muestra control.

En la Figura 45 se incluyen ejemplos del estudio de LOHs llevado a cabo,
considerando los marcadores polimorficos D3S3026 y D3S3561.
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Figura 47. Representacion de los perfiles del marcador D3S3026 (azul) y D3S3561 (verde)

en las muestras no tumorales y en sus correspondientes muestras tumorales (rojo).

A) Ejemplo de muestra control homozigota para el marcador D3S3026. B) Ejemplo de

muestra control homozigota para el marcador D3S3561. C) Ejemplo de muestra control

heterozigota para el marcador D3S3026 y sin LOH en la muestra tumoral. D) Ejemplo de

muestra control heterozigota para el marcador D3S3026 y con LOH en la muestra

tumoral. E) Ejemplo de muestra normal heterozigota para el marcador D3S3561 y sin LOH

en la muestra tumoral. F) Ejemplo de muestra normal heterozigota para el marcador y con

LOH en la muestra tumoral.
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4.1.1 LOHs EN D3S3026

De los 95 tumores incluidos en este estudio, 31 fueron no informativos, es
decir, eran homozigotos para el marcador estudiado en la muestra control, lo
que redujo la poblacion a 64 pacientes. De éstos, 54 mostraron actividad
telomerasa en la muestra tumoral, frente a 10 en los que no se detecto
actividad. No se obtuvieron diferencias significativas entre ambas poblaciones
y la aparicion de LOHs para el marcador D3S3026 (P = 1.000, segun la prueba
Chi cuadrado). De los 10 pacientes sin actividad enzimatica en la muestra
tumoral, 6 mostraron LOHs en el locus aqui estudiado (60%), frente a 30/54
(55.5%) en el caso de los pacientes con actividad telomerasa en la muestra

tumoral (Figura 46A).

El analisis de ARN mensajero de PARP3 se llevo a cabo en 34 tumores y, de
éstos, sb6lo 21 resultaron informativos. Los tumores que tenian LOHs en
D3S3026 (N = 11) mostraron un valor RQ medio de 0.32 (0.16 — 0.65, intervalo
de confianza del 95% para la media), mientras que los que mantenian la
integridad en dicho locus (N = 10) presentaban un valor RQ medio de 0.61
(0.35 - 1.06, intervalo de confianza del 95% para la media). Las diferencias
entre ambas poblaciones carecieron de significacion estadistica (P = 0.133,

segun la prueba t de Student; la diferencia de medias fue 0.92) (Figura 47A).

4.1.2 LOHs EN D3S3561

En el caso del marcador D3S3561, 26 tumores resultaron no informativos,
esto es, se incluyeron en el estudio 69 casos. Se detectd actividad telomerasa
en 58 tumores, de los cuales 24 presentaron pérdidas alélicas en el locus
estudiado (41.4%). En los tumores que carecieron de actividad enzimatica
(N = 11), s6lo 1 presento LOHs (9.1%). Ambas poblaciones resultaron ser
independientes, es decir, parece que la pérdida del fragmento cromosémico
situado en el locus de D3S3561 se relaciona con la actividad telomerasa en las

muestras tumorales (P = 0.047, segin la prueba Chi cuadrado) (Figura 46B).
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El estudio de LOHs en el locus de D3S3561 y la expresion de ARN mensajero
de PARP3 se pudo realizar en 17 pacientes. El valor RQ medio de los tumores
con LOHs (N = 11) fue 0.39 (0.17 — 0.87, intervalo de confianza del 95% para
la media). En el caso de los tumores sin pérdida del fragmento cromosémico,
el valor RQ medio fue 0.72 (0.46 — 1.13, intervalo de confianza del 95% para la
media). La diferencia entre ambas poblaciones no alcanzé significacion
estadistica (P = 0.106, segun la prueba t de Student; la diferencia de medias
fue 0.89) (Figura 47B).

4.1.3 LOHs EN D3S3026 Y D3S3561

El estudio de pérdidas de heterozigosidad para los dos marcadores de manera
simultanea implico que las muestras no tumorales fueran informativas para
ambos. En total, 50 tumores cumplieron este requisito. De éstos, 37 casos
mostraron coincidencia en la pérdida o mantenimiento de los fragmentos
cromosoémicos aqui estudiados. En 4 de ellos no se detecté actividad de la
enzima telomerasa en la muestra tumoral y ninguno (0%) mostré LOHs en los
loci estudiados. Sin embargo, de los 33 restantes, 14 perdieron ambos
fragmentos cromosoémicos (42.4%). No obstante, las diferencias entre ambas
poblaciones carecieron de significacion estadistica (P = 0.276, segun la prueba

Chi cuadrado) (Figura 46C).

Solo se contdé con 11 casos que mantuvieran o perdieran los dos marcadores
polimoérficos, de manera simultanea, y de los que se dispusiera de los datos de
expresion de ARN mensajero de PARP3. El valor RQ medio de los tumores que
mantuvieron ambos fragmentos cromosoémicos (N = 6) fue 0.87 (0.49 — 1.56,
intervalo de confianza del 95% para la media). Los tumores que perdieron
ambos (N = 5) mostraron un valor RQ medio de 0.38 (0.13 - 1.10, intervalo de
confianza del 95% para la media). Si bien no se alcanz6 la significacion
estadistica, si se aprecié una clara tendencia: los tumores que presentaban
niveles disminuidos de ARN mensajero de PARP3 tendian a perder los

fragmentos cromosémicos analizados y, probablemente, el gen PARP3 por
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situarse entre ambos (P = 0.085, segun la prueba t de Student,; la diferencia de

medias fue 1.19) (Figura 47C).

A) B)
35— P =1.000 40— P =0.047
30 N = 30 35 N=34
8 8 30
2257 2
(5] © 25
g2 3
2 o] 20—
o 15
g g 154
= 10— = 104
5_
0_
Negativo Positivoe Negativo Positivo
LOHs D3S3026 LOHs D353561
C)
20 N=19 P=02®

Nlumero de casos

Negativo Positivo

LOHs D3S3026 Y D3S3561

Figura 46. Diagramas de barras en los que se representan la frecuencia de LOHs, en
funcion de la actividad telomerasa, para los marcadores: A) D3S3026; B) D3S3561;
C) D3S3026 y D3S3561, simultaneamente. En los tres casos, se representa en color azul
las muestras tumorales telomerasa negativas y en rojo aquellas en las que se detecto

actividad telomerasa.
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Figura 47. Diagramas de cajas en los que se representan la expresion de ARN mensajero

(RQ) de PARP3 en funcion de LOHs en los marcadores: A) D3S3026; B) D3S3561;

C) D3S3026 y D3S3561, simultaneamente.

4.1.4 LOHs EN D3S3026 Y SU RELACION CON VARIABLES

CLINICO-PATOLOGICAS

De los 64 tumores que formaron parte de este estudio, el 43.7% (28/64)

mostraron LOHs en el locus 51882304-51882524, donde se localiza el

marcador D3S3026.
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Al considerar el estadio no se encontraron diferencias significativas entre la
poblacion con y sin LOHs (P = 0.448, segin la prueba Chi cuadrado).
Presentaron pérdidas de heterozigosidad el 44.7% (17/38) de los tumores en
estadio I, el 50% (2/4) de los tumores en estadio II, el 44.4 % (8/18) de los
tumores en estadio IIIA, el 100% (1/1) de los tumores en estadio IIIB y el 0%
(0/3) de los tumores en estadio IV (Figura 48A).

Con respecto al tamano tumoral, tampoco se observo relacion alguna entre
esta variable y la aparicion de LOHs en el locus aqui estudiado (P = 0.507,
segun la prueba Chi cuadrado). Se detectaron LOHs en el 16.7% (1/6) de los
tumores clasificados como T1, en el 48.7% (19/39) de los tumores T2, en el
40% (6/15) de los tumores T3 y en el 50% (2/4) de los tumores T4
(Figura 48B).

Asimismo, se evaluo la relacion entre la presencia de LOHs en D3S3026 y el
grado de infiltracion ganglionar. No se observo asociacion entre esta variable y
la pérdida del fragmento cromosémico aqui estudiado (P = 0.899, segun la
prueba Chi cuadrado). De los tumores sin infiltracion ganglionar, el 43.2%
(19/44) mostraron LOHs; el 33.3% (1/3) de los tumores clasificados como N1
y el 47% (8/17) de los clasificados como N2 resultaron, también, positivos en

este analisis (Figura 48C).

Tampoco el tipo histolégico parece relacionado con la pérdida de
heterozigosidad en el locus considerado (P = 0.424, segin la prueba Chi
cuadrado). Se encontr6 LOHs en el 42.8% (12/28) de los tumores de tipo
adenocarcinoma, en el 66.7% (16/34) de los carcinomas epidermoides y en el
0% (0/2) de los carcinomas indiferenciados de célula grande (Figura 49A).

La pérdida de este fragmento cromosémico no se relaciona con una mayor
tendencia a recidivar (P = 1.000, segun la prueba Chi cuadrado). De los 60
tumores que formaron parte de este estudio, hubo recurrencia en el 25%
(15/60) y, de estos, 46.7% (7/15) perdieron el fragmento estudiado. Con
respecto al grupo de tumores que no recidivo, 20/45 (44.4%) mostraron LOHs

(Figura 49B).
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En la Tabla 39 se recogen los resultados aqui expuestos en relacion a la
pérdida de heterozigosidad en el marcador D3S3026 y las distintas variables

clinico-patologicas estudiadas.

A) B)

25 P =0.448 25 P = 0.507

Nimero de casos
Numero de casos

na
Estadio Tamafo del tumor

C)

30 P =0.899

Numero de casos

Grado de infiltracion ganglionar

Figura 48. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de LOHs para el
marcador D3S3026 en funcion de: A) Estadio tumoral; B) Tamaiio del tumor;
C) Grado de infiltracion ganglionar. En todos los casos, las barras azules indican tumores

que no presentaron LOHs en el marcador D3S3026 y las rojas aquellos que si.
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Figura 49. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de LOHs para el
marcador D3S3026 en funcion de: A) Tipo histolégico del tumor; AD, adenocarcinoma;
CE, carcinoma apidermoide; CICG, carcinoma indiferenciado de célula grande;
B) Recidiva tumoral. En ambos casos, las barras azules indican tumores que no

presentaron LOHs en el marcador D3S3026 y las rojas aquellos que si.

Se realiz6 un estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de
enfermedad, para evaluar la posible influencia de las pérdidas de
heterozigosidad del marcador D3S3026 en la probabilidad de recidivar. El
numero de pacientes que formaron parte de este estudio fue 58. Los pacientes
en los que el tumor recidivo y que mostraron LOHs fueron el 26.9% (7/26) de
la poblacion, siendo el intervalo libre de enfermedad medio 41.6 meses
(30.8 — 52.4 meses, intervalo de confianza del 95% para la media). Los
pacientes en los que el tumor recidivd pero no presentaban LOHs fueron
8/32, el 25%. EIl intervalo libre de enfermedad medio fue de 45.47 meses
(36.77 — 54.16 meses, intervalo de confianza del 95% para la media)
(Figura 50). Las diferencias entre ambas poblaciones no fueron significativas

(P = 0.533, seguin la comparacion estadistica Log Rank]).
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LOHs EN D3S3026

VARIABLE N° DE CASOS POSITIVA (%) NEGATIVA (%) P
Estadio 64 0.448
I 38 17 (44.7) 21 (55.3)
II 4 2 (50) 2 (50)
1A 18 8 (44.4) 10 (55.6)
I11B 1 (100) 0 (0)
v 3 0 (0) 3 (100)
Tamano 64 0.507
T1 6 1(16.7) 5 (83.8)
T2 39 19 (48.7) 20 (51.3)
T3 15 6 (40) 9 (60)

T4 4 2 (50) 2 (50)
Infiltracion ganglionar 64 0.899
NO 44 19 (43.2) 25 (56.8)

N1 3 1(33.3) 2 (66.7)

N2 17 8 (47) 9 (53)

Tipo histologico 64 0.424
Adenocarcinoma 28 12 (42.8) 16 (57.2)
Carcinoma epidermoide 34 16 (66.7) 18 (33.3)
Carcinoma indiferenciado
3 2 0 (0) 2 (100)
de célula grande
Recidiva 60 1.000
Positiva 15 7 (46.7) 8 (53.3)
Negativa 45 20 (44.4) 25 (55.5)

Tabla 39. Resumen de los datos de LOHs en D3S3026 en los 64 CNMPs estudiados en esta

Tesis y su relacion con variables clinico-patolégicas.
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Figura 50. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, medidas como intervalo libre de
enfermedad, de 58 pacientes con CNMP. El color azul indica tumores que no presentaron

LOHs en D3S3026 y el rojo aquellos que si.

4.1.5 LOHs EN D3S3561 Y SU RELACION CON VARIABLES

CLINICO-PATOLOGICAS

De los 69 pacientes que resultaron informativos para el marcador D3S3561,

solo el 36.2% (25/69) mostraron LOHs en la region 52316909-52317131.

No se obtuvo relacion entre el estadio tumoral y la aparicion de LOHs en el
locus estudiado (P = 0.611, segun la prueba Chi cuadrado). Los tumores de
estadio I mostraron una frecuencia de LOHs del 36.8% (14/38); los tumores
de estadio II, 50% (2/4); los tumores de estadio IIIA, 39.1% (9/23) y los
tumores IIIB y IV, 0% (0/1 y 0/3, respectivamente) (Figura S5S1A).
Curiosamente, los tumores de estadios mas avanzados mostraron una menor
tendencia a perder el fragmento cromosémico estudiado, si bien, tampoco se
encontraron diferencias significativas al dividir a la poblacion en dos grupos,
en funcion del estadio: aquella con estadios iguales o menores a IIIA y aquella
con estadios mas avanzados (IIIB y IV) (P = 0.289, segun la prueba Chi

cuadrado).
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El tamano del tumor no se relacioné con las pérdidas de heterozigosidad
(P = 0.450, segun la prueba Chi cuadrado). Los tumores de tamafo mas
pequeno, T1, presentaron una frecuencia de LOHs del 0% (0/3); los tumores
T2, 41.9% (18/43); los tumores T3, 31.2% (5/16) y los tumores T4, 28.6%
(2/7) (Figura 51B).

El grado de infiltracion ganglionar no revelé asociacion alguna con la
presencia de LOHs en D3S3561 (P = 0.923, segun la prueba Chi cuadrado).
Los tumores sin infiltracion ganglionar mostraron una frecuencia de LOHs del
38.1% (16/42); los tumores de grado N1, 33.3% (2/6) y los tumores N2, 33.3%
(7/21) (Figura 51C).

Tampoco se obtuvo relacion entre el tipo histolégico y la existencia de LOHs en
el marcador estudiado (P = 0.444, segin la prueba Chi cuadrado). Los tumores
del tipo histologico adenocarcinoma mostraron una frecuencia del 26.9%
(7/26), los carcinomas epidermoides del 41.5% (17/41) y los carcinomas

indiferenciados de célula grande del 50% (1/2) (Figura 52A).

No se obtuvieron diferencias significativas (P = 1.000, segun la prueba Chi
cuadrado) entre la poblacion con LOHs y la que no perdié el fragmento
cromosomico, en funcion de la recidiva tumoral. Los tumores que no
recidivaron mostraron una frecuencia de LOHs del 37.2% (16/43) y los que

recidivaron del 33.3% (7/21) (Figura 52B).
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Figura 51. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de LOHs para el
marcador D3S3561 en funcion de; A) Estadio tumoral; B) Tamaiio del tumor; C) Grado de
infiltracion ganglionar. En todos los casos, las barras azules indican tumores que no

presentaron LOHs en el marcador D3S3561 y las rojas aquellos que si.

En la Tabla 40 se recogen los resultados aqui expuestos en relacion a la
pérdida de heterozigosidad en el locus 52316909-52317131, donde se localiza

el marcador D3S3561, y las distintas variables clinico-patologicas estudiadas.
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Figura 52. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de LOHs para el
marcador D3S3561 en funcion de: A) Tipo histolégico del tumor; AD, adenocarcinoma;
CE, carcinoma apidermoide; CICG, carcinoma indiferenciado de célula grande;
B) Recidiva tumoral. En ambos casos, las barras azules indican tumores que no

presentaron LOHs en el marcador D3S35261 y las rojas aquellos que si.

El estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, no
revelo diferencias significativas entre la poblacion que perdia el fragmento
cromosomico estudiado y la que no (P = 0.990, segun la comparacion
estadistica Log Rank). Formaron parte del estudio 60 pacientes. El porcentaje
de pacientes cuyos tumores recidivaron, con y sin LOHs fue semejante: 30.4%
(7/16) y 32.4% (12/25), respectivamente. El intervalo libre de enfermedad
medio de los pacientes con LOHs fue de 40.90 meses (30.16 — 51.64 meses,
intervalo de confianza del 95% para la media). El mismo intervalo medio
presentaron los pacientes sin LOHs en el marcador D3S3561, si bien, el
intervalo de confianza del 95% para la media fue, en este caso, de
32.62 - 49.24 meses (Figura 53).
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LOHs EN D3S3561

VARIABLE N° DE CASOS POSITIVA (%) NEGATIVA (%) P
Estadio 69 0.611
I 38 14 (36.8) 24 (63.2)
II 4 2 (50) 2 (50)
II1A 23 9 (39.1) 14 (60.9)
I1IB 0 (0) 1 (100)
v 3 0 (0) 3 (100)
Tamaino 69 0.450
T1 3 0 (0) 3 (100)
T2 43 18 (41.9) 25 (58.1)
T3 16 S5 (31.2) 11 (68.8)

T4 7 2 (28.6) S(71.4)
Infiltracion ganglionar 69 0.923
NO 42 16 (38.1) 26 (61.9)

N1 6 2 (33.3) 4 (66.7)

N2 21 7 (33.3) 14 (66.7)

Tipo histologico 69 0.444
Adenocarcinoma 26 7 (26.9) 19 (73.1)
Carcinoma epidermoide 41 17 (41.5) 24 (58.95)
Carcinoma indiferenciado
2 1 (50) 1 (50)
de célula grande
Recidiva 64 1.000
Positiva 21 7 (33.3) 14 (66.7)
Negativa 43 16 (37.2) 27 (62.8)

Tabla 40. Resumen de los datos de LOH en el marcador D3S3561 en los 69 CNMPs

estudiados en esta Tesis y su relacion con variables clinico-patoldgicas.
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Figura 53. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, medidas como intervalo libre de
enfermedad, de 60 pacientes con CNMP. El color azul indica tumores que no presentaron

LOHs en el marcador D3S3561 y el rojo aquellos que si.

4.1.6 LOHs EN D3S3026 Y D3S3561 Y SU RELACION CON
VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

Solo 37 pacientes formaron parte de este estudio, por las razones expuestas

en el apartado “4.1.3 LOHs en D3S3026 y D3S3561”.

El estadio no se asocio con las pérdidas de heterozigosidad en los loci aqui
estudiados (P = 0.616, segun la prueba Chi cuadrado). Sufrieron LOHs el 35%
(7/20) de los tumores de estadio I; el 50% (1/2) de los tumores de estadio II; el
46.1% (6/13) de los tumores de estadio IIIA y ninguno de los tumores de
estadio IV (0/2) (Figura 54A).

Con respecto al tamano del tumor, ninguno de los tumores de menor tamano

(T1) mostré LOHs (0/2) simultaneas. En el 43.5% (10/23) de los tumores de
tamano T2 y en el 36.4% (4/11) de los tumores T3 se detectaron LOHs en
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ambos marcadores. En cambio, el Gnico caso de tamano T4 que formo parte
del estudio carecia de pérdidas de heterozigosidad (Figura 54B). Las
diferencias entre las 4 poblaciones no fueron estadisticamente significativas

(P=0.542, seguin la prueba Chi cuadrado).

El grado de infiltracion ganglionar no se relacion6é con las pérdidas de
heterozigosidad simultaneas en los dos marcadores analizados (P = 0.710,
segiun la prueba Chi cuadrado). Los tumores sin infiltracién ganglionar
sufrieron LOHs con una frecuencia del 37.5% (9/24); aquellos clasificados
como N1, mostraron LOHs en el 41.7% de los casos (5/12). Sélo hubo un caso

con infiltracion de grado N2 y no presenté LOHs (0/1) (Figura 54C).

Con respecto al tipo histologico, no se obtuvieron diferencias significativas
entre la poblacion con pérdidas de heterozigosidad, en los dos marcadores de
manera simultanea, y la que no (P = 0.618, segun la prueba Chi cuadrado).
Los tumores del tipo histolégico adenocarcinoma mostraron LOHs con una
frecuencia del 33.3% (5/15); los carcinomas epidermoides mostraron LOHs en
un 42.8% de los casos (9/21) y los carcinomas indiferenciados de célula

grande, en un 0% (0/1) (Figura 55A).

Por tultimo, tampoco se encontraron diferencias significativas entre la
poblacion compuesta por tumores que recidivaron y la que no (P = 1.000,
segun la prueba Chi cuadrado). El 41.7% (10/24) de los tumores que
recidivaron mostraron LOHs en ambos loci, asi como el 40% (4/10) de los

tumores que no presentaron recurrencia (Figura 55B).
En la Tabla 41 se recogen los datos aqui expuestos en relacion a la presencia

de LOHs en los marcadores D3S3026 y D3S3561 y las variables

clinico-patologicas evaluadas.
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Figura 54. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de LOHs para los

marcadores D3S3026 y D3S3561, de manera simultinea, en funciéon de; A) Estadio

tumoral; B) Tamaiio del tumor; C) Grado de infiltracion ganglionar. En todos los casos,

las barras azules indican tumores que no presentaron LOHs en los marcadores D3S3026 y

D3S3561, de manera simultanea, y las rojas aquellos que si.
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Figura 55. Figura 52. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de LOHs
para los marcadores D3S3026 y D3S3561, de manera simultanea, en funcion de: A) Tipo
histolégico del tumor; AD, adenocarcinoma; CE, carcinoma apidermoide; CICG, carcinoma
indiferenciado de célula grande; B) Recidiva tumoral. En ambos casos, las barras azules
indican tumores que no presentaron LOHs en los marcadores D3S3026 y D3S3561, de

manera simultanea, y las rojas aquellos que si.

El estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, se
realiz6 en 34 pacientes. El porcentaje de pacientes que recidivaron, tanto con
LOHs como sin esta alteracion en los dos loci estudiados, fue practicamente el
mismo: 28.6% (4/14) y 30% (6/20), respectivamente (Figura 56). El intervalo
libre de enfermedad medio para los pacientes con LOHs fue de 37.36 meses
(21.24 - 53.48 meses, intervalo de confianza del 95% para la media). Los que
no presentaron LOHs, tuvieron un intervalo libre de enfermedad medio de
40.97 meses (29.48 — 52.47 meses, intervalo de confianza del 95% para la
media). Las diferencias entre ambas poblaciones carecieron de significacion

estadistica (P = 0.668, segun la comparacion estadistica Log Rank).
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LOHs EN D3S3026 Y D3S3561

VARIABLE N° DE CASOS POSITIVA (%) NEGATIVA (%) P
Estadio 37 0.616
I 20 7 (395) 13 (65)
II 2 1 (50) 1 (50)
IIIA 13 6 (46.1) 7 (53.9)
I11B 0O e e
v 2 0 (0) 2 (100)
Tamaio 37 0.542
T1 2 2 (100) 0 (0)
T2 23 10 (43.5) 13 (56.5)
T3 11 4 (36.4) 7 (63.6)

T4 1 0 (0) 1 (100)
Infiltracion ganglionar 37 0.710
NO 24 9 (37.5) 15 (62.5)

N1 12 5 (41.7) 7 (58.3)

N2 1 0 (0) 1 (100)

Tipo histologico 37 0.618
Adenocarcinoma 15 S (33.3) 10 (66.7)
Carcinoma epidermoide 21 9 (42.8) 12 (57.2
Carcinoma indiferenciado
1 0 (0) 1 (100)
de célula grande
Recidiva 34 1.000
Positiva 10 4 (40) 6 (60)
Negativa 24 10 (41.7) 14 (58.3)

Tabla 41. Resumen de los datos de LOHs en los marcadores D3S3026 y D3S3561 en los 37

CNMPs estudiados en esta Tesis y su relacion con variables clinico-patolégicas.
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Figura 56. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, medidas como intervalo libre de
enfermedad. El color azul indica tumores que no presentaron LOHs en los marcadores

D3S3026 y D3S3561, de manera simultanea, y el rojo aquellos que si.

4.2 DETERMINACION DE POLIMORFISMOS DE UN SOLO
NUCLEOTIDO (SNPs) EN EL GEN PARP3

Debido a la asociacion encontrada in vivo entre PARP3 y la actividad
telomerasa, quisimos profundizar en el estudio de este gen y ver si la
existencia de SNPs podria estar relacionada con la actividad telomerasa. Se
evaluaron dos SNPs, seguin lo descrito en el apartado de Material y Métodos
“9.2 Determinacion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en el gen
PARP3”.

De las 94 muestras no tumorales analizadas, 3 mostraron SNPs en las
posiciones estudiadas y eran heterozigotas (2.8%). Curiosamente, los
pacientes que mostraron SNP en Rs 323868, también lo mostraron en
Rs 188953. No se detectdé ningun caso homozigoto para el alelo minoritario,

siendo su frecuencia de 1.6%.
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El estudio estadistico no reveld diferencias significativas entre la poblacién con
y sin SNPs, con respecto a la actividad telomerasa, si bien sé6lo se cont6 con 3
pacientes en el primer grupo (P = 0.432, segun la prueba Chi cuadrado). Entre
éstos, 2/3 (66.7%) mostraron actividad enzimatica; la poblacion que carecio de
polimorfismos en las  posiciones estudiadas también  mostro,

mayoritariamente, actividad telomerasa (76/91, esto es, 83.5%) (Figura 57).

No se pudo evaluar la posible relacion entre los SNPs en Rs 323868 y
Rs 188953 y la expresion de ARN mensajero del gen PARP3, ya que sélo se
dispuso de un caso con SNPs del que se tuviera el dato de expresion. Su RQ

medio fue de 0.27.
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SNPs en Rs 323868 y Rs 188953

Figura 57. Diagrama de barras en el que se representa la frecuencia de actividad de la
enzima telomerasa en funcion de los SNPs en Rs 323868 y Rs 188953, localizados en el
gen PARP3. Las barras azules indican tumores que no mostraron actividad enzimatica y

las rojas aquellos que si.
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4.3 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA EN LA
LINEA CELULAR A549

4.3.1 CARACTERIZACION DE LA LINEA CELULAR A549

Inicialmente, se evaluaron los niveles del ARN mensajero de PARP3 mediante
PCR cuantitativa a tiempo real. De esta forma, quisimos comprobar las
caracteristicas de las células con objeto de tener unos valores de referencia. El
valor medio [delta]Cr fue 8.86 (8.65 — 9.07, intervalo de confianza del 95%

para la media).

El estudio de la actividad telomerasa en la linea celular A549, revel6 que la

enzima se encontraba altamente activa en las células.

Debido a los resultados encontrados, se determiné que el abordaje mas
indicado era sobre-expresar PARP3 en la linea celular y comprobar si la

actividad telomerasa disminuia.

4.3.2 TRANSFECCION TRANSITORIA DE LA LINEA CELULAR A549

La determinacion de los niveles de expresion del ARN mensajero de PARP3 en
células transfectadas con los vectores pcDNA-DESTS3 y
pcDNA/GW-53/PARP3 y en células no transfectadas, reveldo que la expresion
génica de PARP3 no se alteraba, a lo largo del tiempo, en las células
transfectadas con el vector pcDNA-DESTS53. Sin embargo, las células
transfectadas con pcDNA/GW-53 /PARP3 sobre-expresaban PARP3, de manera
decreciente a lo largo del tiempo. A las 24 horas post-transfeccion, los niveles
de expresion génica de PARP3 eran, aproximadamente, 65 veces superiores a
las células no transfectadas. A las 48 horas post-transfeccion, 52 veces y a las
96 horas post-transfeccion, la expresion de PARP3 caia a niveles cercanos a

las células sin transfectar. Los valores RQ de las células transfectadas con el
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vector pcDNA-DESTS3 estuvieron en torno a 1 en los distintos tiempos

evaluados (Figura 58).
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Figura 58. Diagrama de barras en el que se representan los valores medios de RQ de
PARP3 en la linea celular A549 a distintos tiempos. VE, células transfectadas con el
vector pcDNA-DESTS53; P, células transfectadas con el vector pcDNA/GW-53/PARP3.

A continuaciéon, evaluamos la actividad telomerasa, a partir de los extractos
proteicos, en células transfectadas con el vector pcDNA-DESTS53 y con el

vector pcDNA/GW-53/PARP3 a distintos tiempos.

A las 24 horas post-transfeccion no se detecto variacion entre los niveles de
actividad enzimatica en los extractos proteicos pcDNA-DESTS3 y los extractos
pcDNA/GW-53/PARP3. El ratio medio de la absorbancia de los extractos
proteicos pcDNA/GW-53/PARP3/absorbancia de los extractos proteicos
pcDNA-DESTS3, fue 1.08 (0.92 — 1.24, intervalo de confianza del 95% para la
media). En cambio, a las 48 horas post-transfeccion el ratio descendi6o a 0.67
(0.66 — 0.67, intervalo de confianza del 95% para la media), lo que significa
que la actividad telomerasa disminuyo un 40.6%. De hecho, las diferencias de
actividad enzimatica a las 24 y 48 horas post-transfeccion fueron

estadisticamente significativas (P = 0.034, segan la prueba U de
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Mann-Whitney). A las 96 horas post-transfeccion, se observé un ligero
aumento en la actividad telomerasa, siendo el ratio 0.74 (0.55 — 0.92, intervalo
de confianza del 95% para la media). De nuevo, las diferencias entre la
actividad enzimatica a las 24 y a las 96 horas post-transfeccion fueron
significativas (P = 0.005, segun la prueba t de Student). Sin embargo, no se
encontraron diferencias entre los niveles de actividad a las 48 y 96 horas post-

transfeccion (P = 0.289, segln la prueba U de Mann-Whitney) (Figura 59).

—
%)
o
&18 1,4
o = [
=0 I -
S0 1, P =0.005
go ’ '|' P =0.034

<
0z 14
23
Pz

o
Qs o8 T
o.g |
S5
S E 06
@S
EQ
o 0,4
23
o
.‘gg 0,2
=<
& 0

24 h 48 h 96 h

Figura 59. Diagrama de barras en el que se representan los ratios medios absorbancia de
los extractos proteicos pcDNA/GW-53/PARP3/absorbancia de los extractos proteicos
pcDNA-DESTS3, a distintos tiempos.

Los fragmentos teloméricos obtenidos tras la amplificacion, durante el ensayo

TRAP, se separaron mediante electroforesis (Figura 60).
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Figura 60. Electroforesis de las secuencias teloméricas afadidas por la enzima
telomerasa, mediante el ensayo TRAP. A549, extracto proteico de la linea celular; A549
neg, extracto proteico de la linea celular en el que se ha inactivado el componente ARN;

VE, células transfectadas con el vector pcDNA-DEST53; P, células transfectadas con el

vector pcDNA/GW-53/PARP3; SI, secuencia interna.
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Discusion

El desarrollo del cancer lleva asociado la alteracion de genes fundamentales
que controlan las principales vias reguladoras del ciclo celular, transduccion

de senales, reparacion del ADN y apoptosis.

El cancer de pulmon es el resultado final de la accion de multiples factores
que lesionan el epitelio bronquial y representa el tipo tumoral que da lugar a
mayor mortalidad en el mundo. El principal problema que conlleva el
desarrollo de esta enfermedad es que no se ha encontrado una terapia que
pueda ser considerada eficaz para paliarla y, en este sentido, cabe destacar la
relevancia que estan adquiriendo los estudios sobre los mecanismos
moleculares implicados en la carcinogénesis pulmonar. Estas investigaciones
van dirigidas, fundamentalmente, a la identificacion de marcadores
moleculares relacionados con la progresion tumoral, que puedan ser
empleados como factores pronostico 1tiles para el establecimiento de
protocolos terapéuticos adecuados. Asimismo, se han dirigido a evaluar la
relacion entre la actividad reparadora del ADN y la predisposicion al desarrollo
de cancer de pulmon. A este respecto, hay que considerar que el principal
factor etiologico del cancer de pulmon es el consumo de tabaco, reflejado por
el hecho de que el 80-90% de los casos diagnosticados corresponden a
individuos con habito tabaquico. Sin embargo, del total de individuos
fumadores, desarrollan la enfermedad alrededor del 10-15%, lo cual indica
que el efecto carcinogénico del humo del tabaco no afecta por igual a todos los
fumadores; mas bien es necesario considerar diferencias genéticas que
predisponen al cancer de pulmoén, y que se relacionan, entre otras, con
mecanismos de reparacion del ADN, pues los individuos afectados por esta
patologia presentan una menor capacidad reparadora que los individuos sanos
(Spitz et al., 1999; Bartsch et al., 2000; Wei et al., 2000; Gackowski et al.,
2003; Paz-Elizur et al., 2003). No obstante, hay que considerar que esta
disminucion en la capacidad de reparacion en pacientes afectados de cancer,
cuando se compara con individuos sanos, puede ser un efecto de la
enfermedad, mas que un factor de predisposicion (revisado por Paz-Elizur et
al., 2008).
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La reseccion quirurgica, en los estadios tempranos de la enfermedad, es el
tratamiento de eleccion para los canceres no microciticos de pulmon (CNMPs).
Sin embargo, las tasas de supervivencia contintian siendo bajas, por lo que se
requiere la identificacion de nuevos factores pronéstico y dianas terapéuticas

con objeto de desarrollar nuevas estrategias de terapias adyuvantes.
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1. ESTUDIO DE LA FUNCION TELOMERICA EN
CANCER NO MICROCITICO DE PULMON Y SU
RELACION CON VARIABLES CLINICO-
PATOLOGICAS

El acortamiento de los telobmeros en las células somaticas, como consecuencia
del “problema de la replicacion terminal”, evita la pérdida de genes localizados
en la parte proxima a los extremos cromosomicos, actuando como reloj
mitotico y regulando el numero de divisiones de la célula. Cuando los
telomeros alcanzan una longitud critica y no pueden proteger la parte final de
los cromosomas mediante la estructura de T-loop, la célula entra en
senescencia o apoptosis. Por tanto, la pérdida progresiva del ADN telomérico
en humanos se ha definido como un mecanismo supresor de tumores, capaz
de limitar la proliferacion. No obstante, hay células capaces de evitar este
mecanismo de regulacion y contintan proliferando, lo que da lugar a
telomeros extremadamente cortos. Esta pérdida de la homeostasis telomérica
se traduce en fusiones y roturas cromosomicas, translocaciones,
aneuploidia.... En definitiva, en una elevada inestabilidad genémica. Esta
permite a la célula adquirir nuevas alteraciones que potenciaran su
crecimiento incontrolado. Para ello, es fundamental que mantengan un
numero de repeticiones teloméricas, lo que se consigue mediante la actividad
de la enzima telomerasa o por el mecanismo alternativo de elongacion

telomérica.

Por tanto, pese a que el acortamiento de los telomeros acttia como un
mecanismo supresor de tumores, también favorece la expansion tumoral
mediante la seleccién de células con alteraciones en los puntos de control del
ciclo celular y en los factores de reparacion del ADN. La vias de p5S3 y p16/Rb
son las encargadas, en ultimo término, de dirigir la entrada en senescencia o

apoptosis de la célula, una vez los telomeros han alcanzado la longitud critica.
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1.1 ESTUDIO DE LA FUNCION TELOMERICA

El analisis de la longitud de los telomeros en la poblacion de CNMP incluida
en esta Tesis se realiz6 mediante Southern-blot, de manera que se obtuvo la
longitud telomérica media de los cromosomas de todas las células contenidas
en cada muestra tisular de pulmoén. Los resultados determinaron que los
tumores presentaban una longitud media menor que las muestras de tejido
control, si bien las diferencias carecieron de significacion estadistica. Esto no
debe resultar extrafio si tenemos en cuenta que las células tumorales sufren
un mayor numero de divisiones que las células sanas y la tasa de recambio es

mas rapida.

Se han realizado pocos trabajos en los que se haya estudiado, en CNMP, el
estatus telomérico y su relacion con variables clinico-patologicas. Sin
embargo, los grupos que han evaluado la longitud de las secuencias
teloméricas en muestras tumorales y no tumorales han llegado a la misma
conclusion. Hsu et al. (2004, 2007) encontraron telomeros mas cortos en las
muestras tumorales que en las no tumorales. Estas diferencias, al contrario
que las obtenidas en esta Tesis, fueron estadisticamente significativas. Un
estudio llevado a cabo en lesiones preinvasivas y carcinomas invasivos de
pulmoén, determindé que los telomeros se acortaban conforme avanzaba el

proceso neoplasico (Lantuejoul et al., 2005).

Existen resultados en la bibliografia, referentes a otros tipos tumorales, como
tumores de prostata, higado, vejiga, estomago, colorrectal, rinén, cabeza y
cuello, en los que también se ha detectado acortamiento telomérico (Meeker et
al., 2002a y 2002b; Wu X et al., 2003; Broberg et al., 2005; Garcia-Aranda et
al., 2006).

Los resultados obtenidos en esta Tesis ponen de manifiesto una correlacion
significativa y positiva entre la longitud de los teléomeros en las muestras no
tumorales y tumorales, esto es, a menor longitud telomérica en la muestra
control, menor longitud en la correspondiente muestra tumoral. Este hecho

podria explicarse porque la pérdida de secuencias teloméricas es un proceso
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gradual y paulatino, que tiene lugar en cada ciclo celular y que viene
determinado por la longitud original de los telémeros, asi como por el estilo de

vida de cada individuo.

La medicion de la actividad telomerasa, mediante el ensayo TRAP, revelo que
la mayoria de los tumores tenian actividad enzimatica, en concreto el 83.2%.
Estos resultados muestran concordancia con los obtenidos por otros grupos, y
con datos previos del nuestro, no sélo en cancer de pulmoén, sino también en
otros tipos tumorales, pues la deteccién de actividad telomerasa en células
cancerigenas es un hecho caracteristico de esta enfermedad, por lo descrito
anteriormente: las células necesitan mantener un minimo de secuencias
teloméricas para poder dividirse (Kim et al., 1994; Shay y Wright, 1996;
Breslow et al., 1997; Umbritch et al., 1999; Taga et al., 1999; Osaki et al.,
2000; Hara et al., 2001; Gonzalez-Quevedo et al., 2002; revisado por Hahn,
2003; Wu TC et al., 2003; Lantuejoul et al., 2004; Lantuejoul et al., 2005; Oh
et al., 2005; Garcia-Aranda et al., 2006; revisado por Lantuejoul et al., 2007;
revisado por Harley, 2008). El hecho de que el resto de tumores analizados
careciera de actividad enzimatica (16.8%), puede ser debido a la existencia de
mecanismos alternativos de elongacion telomérica, o bien a que no desarrollen
ninglin mecanismo de mantenimiento telomérico, como ha sido descrito para
algunos tumores, los cuales presentan un pronoéstico mas favorable (Ulaner et

al., 2003; revisado por Bollman, 2007).

Los tumores en los que se detecto actividad telomerasa presentaban una
longitud telomérica media muy similar a la del grupo de tumores carentes de
actividad enzimatica. La funcion de los mecanismos de mantenimiento de las
secuencias teloméricas es lograr que los telomeros, simplemente, mantengan
una longitud que permita a la célula continuar dividiéndose de manera
indefinida, lo que se refleja en nuestra poblacién. Otra posible explicacion es
que la enzima telomerasa tiende a elongar, preferentemente, los telomeros mas
cortos, de manera que aquellos extremos cromosomicos que mantienen un
numero determinado de secuencias teloméricas no son sustrato de la enzima.
Ademas, no debemos olvidar que el resultado de TRF es la media de la

longitud telomérica de distintos cromosomas y de distintas células. Esta falta
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de asociacion entre la longitud telomérica y la actividad telomerasa ya habia

sido descrita en CNMP (Hirashima et al., 2000; Hsu et al., 2004, 2007).

1.2 ESTUDIO DEL ESTATUS TELOMERICO Y SU
RELACION CON VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

El estudio de la longitud telomérica en relacibn con variables
clinico-patologicas, determiné que los tumores de estadios mas avanzado (II1IB
y IV) y de mayor tamano (T4) mostraban secuencias teloméricas de menor
longitud, obteniéndose, en este ultimo caso, diferencias estadisticamente
significativas. La falta de asociacion estadistica entre la longitud de los
telomeros y el estadio ha sido, también, referida por otro grupo, si bien,
consideran que la mayor division celular, inherente a tumores mas avanzados,

lleva a una mayor pérdida de secuencias teloméricas (Hsu et al., 2004).

También se detectaron telomeros claramente mas cortos en el tipo histologico
carcinoma indiferenciado de célula grande. No es posible llegar a ninguna
conclusion, pues solo se dispuso de 4 muestras pertenecientes a este grupo.
No obstante, seria interesante profundizar en su estudio ya que, aunque se
trata del tipo histolégico minoritario de CNMP, su pronoéstico es el mas
desfavorable (Iyoda et al., 2006), y el acortamiento telomérico puede ser una

de las causas.

Para poder realizar un estudio de supervivencia, medida como intervalo libre
de enfermedad, dividimos a la poblacion de pacientes en dos grupos en
funcion del estatus telomérico: los pacientes con tumores cuyo ratio
TRF T/TRF N era inferior a 1 se agruparon como pacientes con acortamiento
telomérico, mientras que si el ratio era igual o superior a 1, se clasificaron en
el grupo de mantenimiento de la longitud de las secuencias teloméricas. El
ratio TRF T/TRF N evita posibles sesgos en relacion a la edad, sexo, habito

tabaquico, longitud de las secuencias teloméricas originales.....
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El acortamiento de los telomeros en la poblacién de tumores no microciticos
de pulmén evaluada en esta Tesis, constituye un factor de mal prondstico,
siendo éste independiente del estadio tumoral y del grado de infiltracion
ganglionar, como demostro el analisis multivariante de Cox (P = 0.012). En
nuestro estudio, los pacientes que acortaban la longitud de las secuencias
teloméricas en la muestra tumoral, con respecto a la muestra no tumoral,
presentaron un intervalo libre de enfermedad medio de 38.32 meses
(29.04 - 47.60 meses, intervalo de confianza del 95% para la media) frente a
52.60 meses (43.35 - 61.84 meses, intervalo de confianza del 95% para la
media) en aquellos pacientes clasificados en el grupo de mantenimiento
telomérico (P = 0.020). Ademas, en casi la mitad de los pacientes con
acortamiento de las secuencias teloméricas (44.2%) el tumor recidivé durante
el periodo de seguimiento, frente al 19% en el caso de los pacientes cuyo

TRF T/TRF N fue superior o igual a 1.

Recientemente, ha sido descrito que el acortamiento de los telomeros, en
CNMP, es un factor de riesgo para su desarrollo y, por tanto, puede ser
empleado como marcador de susceptibilidad (Jang et al., 2008). Asimismo, un
estudio realizado en pacientes con cancer de vejiga, en el que se evalu6 el
estatus telomérico y su relacion con el tabaco, también determiné que el
acortamiento de las secuencias teloméricas, unido al habito tabaquico,
constituia un riesgo en el desarrollo de cancer de vejiga 6 veces superior al de
los sujetos que no fumaban y tenian telomeros largos. Por tanto, en cancer de
vejiga y, probablemente, en cancer de pulmon, existe un efecto sinérgico entre
la longitud de las secuencias teloméricas y el tabaco (Broberg et al., 2005). Es
mas, estudios realizados en otros tumores relacionados con el tabaco, como el
cancer de cabeza y cuello y rindn, arrojaron las mismas conclusiones: el
acortamiento de los telomeros se asocia a un mayor riesgo de desarrollar estos
tipos de cancer, riesgo que se ve aumentado en individuos fumadores,
existiendo, por tanto, grupos poblacionales genéticamente mas susceptibles de

padecer esta patologia (Wu X et al., 2003).

Estos datos clinicos apoyan la teoria del papel dual de los telomeros: por un

lado, su acortamiento limita la capacidad proliferativa de la célula, induciendo
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su entrada en senescencia o muerte por apoptosis. Sin embargo, la no
proteccion de los extremos cromosémicos lleva asociada wuna fuerte
inestabilidad gendémica que, si no desemboca en la muerte celular, es
responsable de numerosas alteraciones que contribuyen al desarrollo

tumorigénico.

Estudios realizados en nuestro grupo con tumores de diferentes origenes,
colorrectal y gastrico en concreto, revelaron que el acortamiento de los
telomeros resultaba en un pronostico mas favorable que el mantenimiento,
pues estaba actuando como mecanismo supresor de tumores (Garcia-Aranda
et al., 2000). Estos datos reflejan la importancia de las vias p53 y p16/Rb en
el papel dual de los telomeros, asi como, posiblemente, de las distintas

proteinas teloméricas y factores de reparacion del ADN.

Las alteraciones en p53 son una caracteristica comun en la mayoria de los
tumores. En concreto, esta proteina esta mutada, muy frecuentemente, en
CNMP (Gazzeri et al., 1994; Franklin et al., 1997; revisado por Wislez et al.,
2006; revisado por Huang et al., 2007; Gao K et al., 2008). En ratones, el
acortamiento telomérico, unido a la falta de p53, promueve la tumorigénesis
(Artandi et al., 2000). Ademas, confiere ventajas proliferativas a la célula, pues
causa inestabilidad genomica y pérdida de los mecanismos de control de dano

en el ADN, senescencia y apoptosis (Vogelstein et al., 2000).

Resultados semejantes se han encontrado asociados a la falta de pl16: ésta,
junto a la actividad telomerasa, es capaz de inmortalizar eficientemente a las
células epiteliales (Kiyono et al., 1998). Nuestro grupo, y otros, han
demostrado que las alteraciones en pl6 son frecuentes en CNMP y se
correlacionan con un peor pronostico en los pacientes estudiados (Fong et al.,
1999; Groeger et al., 1999; Gonzalez-Quevedo et al., 2002;
Wikenheiser-Brokamp, 2006; Capkova et al., 2007). De hecho, se han
detectado hipermetilaciones en el promotor de plI6 en fumadores crénicos

antes de cualquier evidencia clinica de enfermedad (Kersting et al., 2000).
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Por tanto, parece claro que la alteracion en CNMP de las vias implicadas en la
entrada de la célula en senescencia y muerte por apoptosis, constituye un
evento frecuente. Esto se traduce en que el acortamiento de los telobmeros no
es reconocido como ADN danado, no se activan estos mecanismos, y se
favorece la continua division celular que, finalmente, se traduce en una

elevada inestabilidad genémica, muy positiva para el desarrollo tumoral.

1.3 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA Y SU
RELACION CON VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

El estudio de la actividad de la enzima telomerasa en relacion con distintos
parametros clinico-patolégicos, no revelo, en esta Tesis, ningan tipo de
asociacion estadistica. El mayor porcentaje de tumores en los que se detecto
actividad telomerasa, se correspondia con tumores menos avanzados y de

menor tamano.

En la bibliografia aparecen datos contradictorios con respecto al estudio de la
actividad telomerasa y su asociacion con variables clinico-patologicas en
cancer no microcitico de pulmén. Mientras que algunos autores afirman que
no existen asociaciones, otros las confirman, no estando establecido un
criterio claro (Marchetti et al., 1999; Taga et al., 1999; Hara et al., 2001;
Kumaki et al., 2001; Marchetti et al., 2002; Hsu et al., 2004; revisado por Shin
et al., 2006; revisado por Lantuejoul et al., 2007). Hay que tener en cuenta
que, en muchos de estos estudios, no se incluyen todos los estadios tumorales
y que el estudio estadistico se ha realizado agrupando a los pacientes segun

distintos criterios.

De nuevo, el tipo histologico carcinoma indiferenciado de célula grande se
comport6 de forma diferente al resto de los subtipos histologicos estudiados en
esta Tesis: de los 4 tumores incluidos en este grupo, sélo 1 (25%) mostro
actividad telomerasa, frente al 84.2% y 86.8% de los tumores de tipo
adenocarcinoma y carcinoma epidermoide, respectivamente, lo que determino

que los resultados alcanzasen significatividad estadistica. Sin embargo, una
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vez mas, no debemos olvidar el bajo nimero muestral, siendo interesante
ampliar esta poblacion para confirmar los datos y, de ser asi, buscar la posible
causa molecular de este comportamiento. Estos resultados son contrarios a
los descritos por otros grupos, en los que este tipo histolégico mostraba los
mayores indices de actividad telomerasa o, simplemente, no se encontro
asociacion entre la actividad telomerasa y el tipo histologico (Marchetti et al.,
1999; Taga et al., 1999; Hara et al., 2001; Kumaki et al., 2001; Lantuejoul et
al., 2004).

El estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, revelo
que ninguno de los tumores sin actividad telomerasa recidivo, frente al 37% de
los casos que mostraron actividad telomerasa en la muestra tumoral, lo que
relaciona, claramente, a la actividad telomerasa detectada mediante el ensayo
TRAP en las muestras tumorales, con un peor pronéstico. Este resultado,
obtenido anteriormente por nuestro grupo a partir de una serie diferente de
CNMP, y por otros grupos, no es exclusivo de este tipo tumoral (Marchetti et
al., 1999; Taga et al., 1999; Hara et al., 2001; Gonzalez-Quevedo et al., 2002;
Marchetti et al.,, 2002; Wu TC et al., 2003). Numerosos estudios clinicos
relacionan la presencia de actividad telomerasa en la muestra tumoral con
recidivas del tumor y, por tanto, con un peor pronodstico para pacientes con
cancer colorrectal, de mama, gastrico, cervical, carcinoma hepatocelular,
leucemias, neuroblastomas y meningiomas (Hiyama et al., 1995a; Hiyama et
al., 1995b; Breslow et al., 1997; Clark et al., 1997; Langford et al., 1997;
Shimada et al., 2000; Tatsumoto et al., 2000; Wisman et al., 2000; revisado
por Shin et al., 2006). Esta asociacion tan evidente entre la deteccion de
actividad telomerasa en la muestra tumoral y la evolucion de los pacientes, ha
hecho que se considere su utilidad en la practica clinica, tanto como marcador
pronostico, como en el sector farmacéutico, disenandose farmacos capaces de
evitar la elongacion de los telomeros por la enzima telomerasa en las células

tumorales.
Debido a la relacién encontrada entre la actividad telomerasa, el estatus

telomérico y el intervalo libre de enfermedad, quisimos profundizar en ello y

ver qué impacto pronodstico tenia el acortamiento de las secuencias telomeéricas
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entre los pacientes con tumores telomerasa positivos, subgrupo que presento
peor pronoéstico. El acortamiento telomérico fue, una vez mas, causa de un
mayor porcentaje de recidivas, de manera que, aproximadamente, en la mitad
de los pacientes que mostraron actividad telomerasa y TRF T/TRF N inferior a
1 en la muestra tumoral, el tumor recidivo, siendo el intervalo libre de
enfermedad medio 32.92 meses (22.93 - 42.92 meses, intervalo de confianza
del 95% para la media), frente a 50.68 meses (40.49 — 60.87 meses, intervalo
de confianza del 95% para la media) para aquellos pacientes que mantuvieron
la longitud de las secuencias teloméricas en la muestra tumoral, con respecto

a su correspondiente muestra no tumoral (P = 0.026).
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2. ANALISIS DE LOS GENES DE REPARACION DEL
ADN EN CANCER NO MICROCITICO DE PULMON Y
SU RELACION CON LA FUNCION TELOMERICA

Mediante el uso de matrices de ADN complementario de genes que participan
en la reparacion del ADN y en la estabilidad genémica, realizamos un estudio
encaminado a seleccionar cuéales de ellos podrian estar relacionados con el
desarrollo del CNMP y con la homeostasis telomérica. Posteriormente, y como
esta descrito en la bibliografia, este analisis se corrobor6 por PCR cuantitativa

a tiempo real, técnica mas sensible y reproducible.

En general, los resultados obtenidos a partir de las matrices no se validaron
en el analisis por PCR cuantitativa. La razon de esto podria ser que las
matrices empleadas contenian secuencias de ADN bastante largas, lo que,
segun considero la propia empresa que las comercializd, pudo crear problemas
en la hibridacion. Actualmente, esta casa comercial ha sustituido el ADN
complementario por unas secuencias de oligonucleotidos especificas de cada
gen que muestran mejores resultados, como hemos podido comprobar en

nuestro grupo (Ortega et al., 2008).

Para estudiar la posible implicacion de los factores de reparacion del ADN en
la homeostasis telomérica, se seleccionaron los genes que mostraron
diferencias medias de expresion de ARN mensajero, significativas o cercanas a
la significacion estadistica, de, al menos, 2 veces entre la poblacion tumoral
con acortamiento telomérico superior al 20%, con respecto a su
correspondiente muestra control, y el grupo de tumores que mantenia la
longitud de los telomeros. También se llevaron a cabo estudios de expresion

génica en relacion con la actividad telomerasa.

Asimismo, y aunque no mostraron diferencias de expresion génica en ninguna
de las situaciones mencionadas anteriormente, se incluyeron en el estudio por
PCR cuantitativa a tiempo real genes claramente implicados en la funcion

telomérica, de acuerdo con la bibliografia existente.
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De esta manera, y tras analizar por PCR cuantitativa a tiempo real los niveles
de ARN mensajero de 19 genes en los 37 tumores de los que se dispuso, sé6lo
aparecieron diferencias de expresion entre la poblacion tumoral y la mezcla de
muestras no tumorales en 4 casos: DCLREIC, GTF2H1, TRF2 y FLJ10858. En
los tres primeros, la expresion génica se encontraba disminuida en la mayoria
de las muestras tumorales. En concreto, 75.7%, 63.9% y 50% de los casos
analizados mostraron niveles de expresion inferiores a la mitad de los
registrados en el control. En el caso de FLJI10858 los niveles de ARN
mensajero superaban el rango considerado como normal en el 82.9% de los
tumores analizados, corroborandose en este caso el resultado obtenido a partir
de las matrices de ADN complementario. Ademas, FLJ10858 mostro
diferencias de expresiéon cercanas a la significacion estadistica en funcion del
estadio tumoral. Si bien los niveles de ARN mensajero se encontraban
elevados, tanto en estadios tempranos como en estadios mas avanzados, la

sobre-expresion de FLJ10858 fue mas acusada en los estadios IIIB y IV.

FLJ10858, también conocida como NEIL3 y hFPG2, forma parte de la via de
reparacion del ADN por escision de bases, siendo una de las S5 ADN
glicosilasas que forman parte de esta via y que reparan el dano oxidativo en el
ADN. Estudios llevados a cabo en tejidos sanos determinaron, mediante
Northern-blot, que la expresion de FLJI0858 se limitaba al timo y testiculos.
En la poblacion analizada en esta Tesis detectamos expresion en el tejido
pulmonar sano, si bien los niveles fueron bajos, pues el Cr medio
inter-experimental fue 35.05. FLJ10858 se colocaliza con RPA, lo que ha
llevado a postular su implicacion en la reparaciéon de dafnos oxidativos en el

ADN en los que RPA participa (Morland et al., 2002; Hailer et al., 2005).

Otra glicosilasa de la via de reparacion por escision de bases evaluada en esta
Tesis fue NTHL1. Esta se expresa de manera ubicua, si bien sus niveles son
bajos en tejido pulmonar (Aspinwall et al., 1997; Imai et al., 1998). NTHL1
repara las oxidaciones en pirimidina (Ikeda et al., 1998; Sarker et al., 1998).
Nuestros resultados indican diferencias en las recurrencias tumorales en
funcién de la expresion génica de NTHLI. Dentro del grupo con expresion

alterada de este gen, recidivaron el 60% de los tumores analizados, frente al
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10% de recurrencias en el grupo tumoral en el que la expresion génica de
NTHL1 se evalu6é como normal. Las diferencias entre los intervalos libre de
enfermedad medios eran cercanas a la significacion estadistica (P = 0.073). A
pesar del bajo numero muestral, estos resultados sugieren que las
alteraciones en los niveles de NTHLI pueden tener un fuerte impacto

pronostico.

Diversos estudios han demostrado que el dano oxidativo en el ADN y la
capacidad de reparacion varian entre los distintos tejidos (Karahalil et al.,
2002). Las enzimas ADN glicosilasas evaluadas en esta Tesis presentan bajos
niveles de expresién génica en el tejido pulmonar normal. Este, cuando esta
sometido a la accion de los carcinoégenos del tabaco, es susceptible de sufrir
un gran dano oxidativo por lo que, alteraciones en los mecanismos
reparadores de estas lesiones, podrian estar contribuyendo a la no
subsanacion de los danos en el ADN. En el caso de FLJ10858 seria interesante
evaluar si su sobre-expresion en el tumor es el resultado de un mecanismo
compensatorio por parte de la célula, de manera que responde al dano
oxidativo que esta sufriendo con un aumento de expresion de esta glicosilasa

para intentar paliarlo.

En un trabajo reciente realizado en la linea celular de cancer de mama MCF7,
los autores demostraron que la inhibicion de NTHLI, mediante ARN de
interferencia, sensibilizaba a las células frente a cisplatino, molécula
empleada en el tratamiento del cancer de pulmoén, tanto en la linea celular
transfectada so6lo con ARN de interferencia, como en células que sobre-
expresaban YB-1, proteina que, en niveles elevados, esta asociada con
resistencias a este compuesto. Estos resultados han llevado a los autores a
sugerir que la inhibicion de la actividad de esta glicosilasa podria ser una
diana potencial para sensibilizar a las células frente al tratamiento con
cisplatino (Guay et al., 2008). Estos datos explican, quiza, por qué los
pacientes que sobre-expresan NTHLI1, en la poblacion evaluada en esta Tesis,
presentan un pronéstico mas desfavorable que aquellos cuyos niveles de

expresion estan comprendidos dentro del rango considerado como normal.
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TRF2 es una proteina que se une directamente al ADN telomérico,
participando en la formacion del T-loop. Blasco et al. (2007), a partir de
estudios llevados a cabo en ratones deficientes en telomerasa, han definido a
TRF2 como un potente factor oncogénico. Su sobre-expresion contribuye a la
inestabilidad genomica y al desarrollo tumorigénico, pues es responsable del
acortamiento de los telomeros de manera independiente de su longitud y de la
actividad telomerasa. En nuestro estudio, el acortamiento telomérico
constituye un factor de pronéstico desfavorable como consecuencia,
probablemente, de la inestabilidad genémica y de la pérdida de las proteinas
que forman parte de las vias de senescencia y apoptosis. Por ello, cabria
esperar que los niveles de TRF2 fueran elevados en la poblacion tumoral que
forma parte de este estudio, contribuyendo asi a esta inestabilidad. Sin
embargo, los niveles de ARN mensajero se encontraron dentro del rango
establecido como normal en el 50% de los casos analizados, y disminuidos en
la otra mitad de los tumores. Una posible explicacion seria que, al disminuir
TRF2, se veria comprometida la formacion del T-loop y, por tanto, la inhibicion
de ATM, favoreciendo las fusiones cromosomicas y la consiguiente
inestabilidad genomica derivada de estos procesos. Hsu et al. (2004, 2007) y
Lin et al. (2006) han determinado, a partir de muestras de pacientes afectados
de CNMP, que no existen alteraciones en la expresion de TRF2 en las muestras
tumorales, con respecto a las muestras control. Sin embargo, resultados
contradictorios se han obtenido con respecto al papel de los genes teloméricos
en distintos canceres, pues hay estudios en los que sus niveles aparecen
aumentados, mientras que otros afirman que disminuyen (revisado por

Cookson y Laughton, 2008).

Curiosamente, no se observaron diferencias significativas en la expresion de
los genes evaluados en esta Tesis entre los tumores que mostraron un
acortamiento telomérico superior al 20% y los que mantuvieron las secuencias
teloméricas. Dos factores importantes deben considerarse en la explicacion de
este hecho. Por un lado, el bajo nimero muestral: 22 tumores incluidos en el
primer grupo y 15 en el segundo. Por otro lado, tal vez, el criterio que
establecimos en funcion del estatus telomérico fue muy restrictivo. Hsu et al.

(2007) determinaron que los tumores pulmonares con acortamiento
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telomérico, sin tener en cuenta el grado, mostraban mayores niveles de ARN
mensajero de TRF2, TRF1 y hTERT, contribuyendo, los dos primeros, a la
proteccion de los telomeros previa a la activacion de la enzima telomerasa. Sin
embargo, Lin et al. (2006) no encontraron ninguna asociacion entre la longitud
telomérica y la expresion de genes asociados a los telomeros en canceres no

microciticos de pulmon.

En los tumores evaluados, la longitud de los fragmentos teloméricos se
correlacionod positiva y significativamente con los niveles de ARN mensajero de
TOP3B y PMSI1, de manera que, a menor expresion génica, menor longitud

telomérica.

TOP3B pertenece a la familia de las enzimas ADN topoisomerasas, implicadas
en la resolucion de super-enrrollamientos del ADN durante la replicacion,
transcripcion y la reparacion del ADN por mecanismos de recombinacion y por
formacion de Holliday junctions. Asimismo, esta familia de proteinas también
interviene en la compactacion de la cromatina y en la segregacion
cromosomica. Por otro lado, son diana de farmacos anti-tumorales. Ha sido
descrito que algunas topoisomerasas interaccionan con proteinas de la familia
de las RecQ helicasas, a la que pertenecen WRN y BLM, proteinas implicadas
en la funcion telomérica (revisado por Champoux, 2001; revisado por Wang

JC, 2002; revisado por Laursen et al., 2003).

Trabajos llevados a cabo en ratones deficientes en TOP3B demostraron que, si
bien no se producian anormalidades embrionarias o neonatales aparentes, los
animales mutados tenian una vida media inferior a la de los animales sin
ninguna alteracion y los machos mostraban infertilidad (Kwan y Wang, 2001;
Kwan et al., 2003). En levaduras derivadas de la cepa YPHSO01 en las que se
muto el gen TOP3, se observo acortamiento telomérico dependiente de TOP3,
tras la comparacion de la longitud de los extremos cromosémicos con la cepa
no mutada. Los experimentos llevados a cabo determinaron que TOP3 es
necesaria para el mantenimiento de la longitud de las secuencias teloméricas,
tanto en células con actividad telomerasa, como en células que desarrollan un

mantenimiento alternativo de los telomeros (Kim et al., 1995; Tsa et al., 20006).
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En humanos, existen dos isoenzimas, TOP3A y TOP3B. Parece que TOP3A es
la equivalente funcional a la proteina de levaduras TOP3, pues la introduccion
de ARN de interferencia de TOP3B en la linea celular telomerasa positiva HeLa,
y en la linea celular Saos-2, que presenta el mecanismo ALT, no alter6 el
patron de longitud telomérica observado en las lineas celulares transfectadas
con el vector control. En cambio, en las células Saos-2 en las que se silencio la
isoenzima TOP3A, se detecto actividad telomerasa, lo que no se produjo al
evaluar la actividad catalitica en las células control. Este hecho llevd a los
autores de este trabajo a postular una posible funcion de TOP3A en los
mecanismos de recombinacion homoéloga encaminados a mantener la longitud
de los telomeros. Segun los autores, TOP3, junto con proteinas de la familia
RecQ helicasas, podrian estar colaborando en la resolucion de Holliday
junctions durante las recombinaciones teloméricas, de manera que, la no
resolucion de estas estructuras, causaria roturas cromosomicas, fusiones y
acortamiento de los telomeros, incluso en células telomerasa positivas (Tsa et
al., 2006). La implicacion de TOP3B en estos procesos no debe descartarse,
pues ha sido descrito que participa en la resolucion de Holliday junctions
durante la meiosis en células germinales de ratén (Kwan et al., 2003). Bien es
cierto que ambas isoenzimas tienen promotores con baja homologia y, pese a
tener caracteristicas enzimaticas similares, no pueden sustituirse
completamente, pero hay que tener en cuenta que el patron de expresion de
estas proteinas en los distintos tejidos no esta bien definido. Por otro lado,
TOP3 presenta una homologia del 48.5% con TOP3B (Ng et al., 1999; Kwan y
Wang, 2001; Cho et al., 2004).

Recientemente, ha sido descrito en una linea celular de melanoma que la
resistencia a irinotecan cursa con pérdidas en el loci de TOP3B, entre otras
alteraciones (Gao W et al., 2008). Esta molécula perteneciente a la familia de
captotecinas y se emplea en el tratamiento de cancer -colorrectal,
fundamentalmente, si bien también puede emplearse en el tratamiento de
tumores de diferente origen, como pulmon, estomago, pancreas, ovario y
gliomas, En el caso de que esto pudiera aplicarse a tumores pulmonares,
TOP3B no so6lo estaria favoreciendo la inestabilidad genémica, derivada del

acortamiento de los telomeros, sino que, ademas, estaria dando lugar a

216



Discusion

resistencias farmacologicas y, por tanto, contribuyendo a un pronoéstico mas

desfavorable para el paciente.

PMS1, la otra molécula cuyos niveles de expresion génica se correlacionaban
positiva y significativamente con la longitud de los telémeros, pertenece a la
via de reparacion de apareamientos incorrectos de bases en el ADN. Se asocia
a MLH1, formando un complejo que reconoce los apareamientos erréoneos
generados durante la replicacion del ADN. Las secuencias teloméricas son
altamente repetitivas, lo que podria dar lugar, tras la replicacion, a errores en
el apareamiento. Esto podria explicar el hecho de que se haya detectado una
correlacion significativa y positiva entre la longitud telomérica y la expresion
génica de PMSI: cuanto mas largos son los telomeros, mayor numero de
moléculas de PMS1 se requieren para reparar los errores post-replicativos de
apareamientos incorrectos de bases. De hecho, se han encontrado mutaciones
en los telomeros de muestras de cancer colorectal (Pickett et al., 2004).
Recientemente, se ha relacionado la existencia de polimorfismos en PMSI con
el riesgo a desarrollar cancer de pulmon y cancer de cabeza y cuello (Michiels

et al., 2007).

En relacion con la actividad telomerasa, los niveles de ARN mensajero de los
genes DCLREIC, GTF2H1, PARP3 y MLHI1 se vieron significativamente
disminuidos, mas de dos veces, en los tumores telomerasa positivos. Sin
embargo, los tumores negativos para telomeras, mostraban niveles

comprendidos dentro del rango considerado como normal.

DCLREIC y GTF2H1 presentaban niveles de expresion génica claramente
disminuidos en la mayoria de los tumores. Sin embargo, cuando se llevo a
cabo el estudio en funcién de la actividad telomerasa, los resultados revelaron
que solo el subgrupo tumoral en el que se detectd actividad telomerasa tenia
disminuida la expresion. Estos mostraron un RQ medio de 0.28 (0.23 - 0.36,
intervalo de confianza del 95% para la media), en el caso de DCLREIC, y de
0.31 (0.24 - 0.41, intervalo de confianza del 95% para la media) para GTF2H1.
Estos mismos genes mostraron diferencias significativas de expresion en

funcion del tipo histolégico tumoral, de manera que los tumores
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indiferenciados de célula grande presentaron niveles de ARN mensajero dentro
del rango comprendido como normal, mientras que los adenocarcinomas y los
carcinomas epidermoides mostraban niveles disminuidos. No es de extranar
esta asociacion si tenemos en cuenta que, en estos ultimos, detectamos
actividad telomerasa en mas del 80% de los tumores, frente al 25% de los
tumores indiferenciados de célula grande. Por tanto, las diferencias de
expresion encontradas en funcion del tipo histologico podrian corresponder,

realmente, a diferencias en funciéon de la actividad telomerasa.

DCLREIC da lugar a una proteina denominada Artemis, implicada en la
reparacion del ADN por el mecanismo de recombinacion no homologa. Ha sido
descrito que, deficiencias en esta via, conducen a la inestabilidad genoémica y a
un aumento de la tumorigénesis. Es mas, la presencia de alelos hipomoérficos
de DCLREIC parece estar asociada con una mayor predisposicion a
desarrollar linfomas (Moshous et al., 2003; Ege et al., 2005). En un estudio
llevado a cabo en ratones se determiné que la deficiencia en Artemis aceleraba
la tumorigénesis en diversos tejidos, de manera que la via de reparacion por
recombinacion no homologa actuaba como supresora tumoral, pues Artemis
colaboraba con p53 en la supresion tumorigénica. Estos autores también
afirmaron que Artemis era importante en la prevencion de ciertas pérdidas de

heterozigosidad (Woo et al., 2007).

Proteinas que forman parte de la misma ruta de reparacion que Artemis, estan
asociadas con la proteccion y el mantenimiento telomérico, como Ku70/80 y
ADN-PKc. Estudios llevados a cabo en lineas celulares embrionarias de raton
en las que se delecion6é el gen DCLREIC, mostraron niveles elevados de
anormalidades cromosomicas, tales como fragmentaciones y fusiones
teloméricas, lo que llevo a los autores de este trabajo a postular que Artemis
podria estar implicada en la proteccion de los extremos cromosomicos (Rooney
et al., 2003). Por ello, quiza, su deficiencia puede asociarse a tumores en los
que se detecta actividad telomerasa, ya que la no proteccion de los telémeros,
por parte de esta proteina, favoreceria el acceso de la enzima telomerasa.
Ademas, la carencia de Artemis estaria contribuyendo a la inestabilidad

genomica, tan perjudicial para los pacientes afectados de CNMP.
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Recientemente, ha sido publicado un trabajo, realizado en la linea celular de
pollo DT4, en el que los autores afirmaban que Artemis podria estar implicada
en mecanismos pro-apoptoéticos, independientes de p5S3, mas que en la
reparacion del ADN (Abe et al., 2008). Si esto es asi, su deficiencia en tumores
telomerasa positivos daria lugar a resistencias al tratamiento quimioterapico,
pues los autores del trabajo anteriormente senalado, demostraron que las
células DT4 Artemis /- eran resistentes a altas dosis de etoposido, inhibidor de
la topoisomerasa 2 y molécula empleada en el tratamiento de tumores de
pulmoén, testiculares, leucemias y linfomas. En cambio, Musio et al. (2005) y
Darroudi et al. (2007) hallaron que fibroblastos humanos con mutaciones en
DCLREI1C, obtenidos a partir de pacientes, mostraban niveles de sensibilidad
variables en funcion del tratamiento. También observaron que la tasa de
aberraciones cromosomicas era semejante en fibroblastos mutados y en
fibroblastos normales, si bien, es probable que la carga genética de cada
paciente pueda influir en la tendencia hacia mayores niveles de inestabilidad
genética. Otros autores que afirman que Artemis no es requerida para la
reparacion de dano en el ADN causado por etopodsido, lo que podria explicar la
baja sensibilidad de las células deficientes en Artemis a este compuesto, pues
las lesiones en el ADN son facilmente reparadas sin necesidad de ser
procesadas. Sin embargo, si desempenaria un papel destacado cuando el dano
es causado por radiacion ionizante, ya sea mediante la reparacion del ADN, o
bien, participando en los puntos de control del ciclo celular G1/S y/o G2/M
(Zhang et al., 2004; revisado por Jeggo y Lobrich, 2005; Musio et al., 2005;
Wang J et al., 2005).

GTF2H1, también conocida como p62, forma parte de un complejo proteico,
TFIIH, implicado en la reparacion del ADN por escision de nucleotidos y en el
inicio de la transcripcion. Este complejo esta constituido por 10 subunidades,
formando parte GTF2H1 del grupo de proteinas reguladoras de la actividad del
complejo. Esta participa en la transcripcion, modula la transactivaciéon de
distintos genes e interacciona con E2F1 y Rb, compitiendo ambas por su
union a GTF2H1, lo que ha llevado a sugerir que éste es el mecanismo
mediante el cual Rb inhibe la transactivacion. Asimismo, también interacciona

con pS3, regulando ésta, a su vez, la actividad reparadora de TFIIH. GTF2H1
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es una de las moléculas que interacciona con el dominio de transactivacion de
pS53, reclutandola asi hacia el complejo TFIIH. Esta interaccion se correlaciona
con la capacidad de p53 para estimular la transcripciéon, de manera que
alteraciones en TFIIH podrian afectar a la regulacion transcripcional mediada
por p53 (Xiao et al., 1994; Blau et al., 1996; Léveillard et al., 1996; Pearson y
Greenblatt, 1997; Frit et al., 1999; Gervais et al., 2004; Di Lello et al., 20006).
El hecho de que en la poblacion de tumores telomerasa positivos, evaluada en
esta Tesis, los niveles génicos de GTF2HI1 aparezcan disminuidos, podria
indicar una posible funcién de GTF2H1 en la regulacion transcripcional de
moléculas implicadas en la represion de telomerasa, de manera que la pérdida
de GTF2H1 favoreceria la actividad catalitica de telomerasa sobre los
telomeros. Es mas, pS3 actiia como regulador negativo de la transcripcion de
hTERT, pudiendo ocurrir que, al no estar unido a p62, no pueda actuar como
represor transcripcional de la subunidad catalitica de telomerasa. Ademas, al
ser un hecho comun en cancer las alteraciones en p53, ambas moléculas
podrian estar actuando sinérgicamente, favoreciendo la sobre-expresion de
hTERT y la evasion de los mecanismos de senescencia y apoptosis de la célula
tumoral. De hecho, mutaciones en otras proteinas del complejo TFIIH, inhiben
la transactivacion de determinados genes y la cascada de senales entre el
complejo y distintos factores implicados en la transcripcion, alterando su

funcién en la regulacion transcripcional (revisado por Zurita y Merino, 2003).

Recientemente, ha sido publicado que 3 SNPs en el gen GTF2H1 se asociaban
con un mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmoén en la poblacion china,
mientras que un polimorfismo diferente conferia proteccion, lo que significa
que GTF2H1 juega un papel muy importante en el desarrollo de esta
enfermedad (Wu et al., 2008). Esta asociacion entre polimorfismos de GTF2H 1
y el riesgo a desarrollar cancer de pulmoén es plausible, ya que la via de
reparacion del ADN por escision de nucleétidos constituye la primera defensa
frente a los danos producidos por agentes como los carcinégenos del tabaco.
Por tanto, el funcionamiento incorrecto de las proteinas implicadas en esta
via, favoreceria la propagacion de células con alteraciones en el ADN que, en
ultimo término, podrian dar lugar a un tumor (Wei et al., 2000; Lee et al.,

2005).
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PARP3 y MLHI1 mostraron niveles de expresion génica medios, en los tumores
telomerasa positivos, de 0.36 (0.25 — 0.50, intervalo de confianza del 95% para
la media) y 0.41 (0.34 — 0.50, intervalo de confianza del 95% para la media),
respectivamente. Ambos se localizan en el brazo corto del cromosoma 3, en loci
muy proximos: 3p21.31-p21.1 y 3p21.3, respectivamente. Ha sido descrito
que esta region del cromosoma 3 presenta una importante tendencia a
delecionarse en CNMP y podria contener genes supresores de tumores y
represores de la actividad telomerasa (Loughran et al., 1997; Tanaka et al.,
1998; Cuthbert et al., 1999; revisado por Horikawa y Barrett, 2003; Iniesta et
al. 2004). Se ha sugerido que los posibles represores de la enzima telomerasa
localizados en 3p muestran especificidad de tejido, de manera que la
inactivacion de alguno/s de ellos en un tipo tumoral, no ocurre en otro, no
pudiendo tampoco descartarse la existencia de represores de expresion ubicua
(Cheng et al., 1998; revisado por Horikawa y Barrett, 2003; Tanaka et al.,
2005b).

Yim et al. (2007) han demostrado la existencia de asociacion entre la actividad
telomerasa y el humo del tabaco, en células en cultivo de epitelio bronquial
normal, de manera que la exposiciéon a estos carcinégenos aumentaba la
actividad telomerasa. Dado que se han encontrado pérdidas alélicas en 3p en
epitelios normales de individuos fumadores no enfermos de cancer de pulmon,
podria sugerirse que la pérdida de posibles mecanismos represores de la
actividad telomerasa localizados en 3p, favorecida por componentes presentes
en el humo del tabaco, podria constituir un evento precoz en la patologia del
CNMP. De hecho, se han descrito niveles elevados de ARN mensajero de
hTERT en biopsias de epitelio bronquial normal (58%) y con metaplasia y
displasia (83%) de individuos fumadores (Capkova et al., 2007). Ademas,
Ohmura et al. (1995) y Horikawa et al. (1998) demostraron que la pérdida de
actividad telomerasa, tras la introducciéon del brazo corto del cromosoma 3 en
la linea celular RCC23, se correlacionaba positivamente con la pérdida de ARN
mensajero de la subunidad catalitica de telomerasa, medida ésta por
RT-PCR y posterior Southern-blot de los productos amplificados. De acuerdo
con estos datos, PARP3 podria considerarse candidata a represora de la

actividad telomerasa, de manera que su pérdida favoreceria el avance tumoral.
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Con respecto a MLH1, no debe descartarse, tampoco, una posible funcion
propia en relacion con la actividad telomerasa, si bien, no hay nada descrito al

respecto.

Debido a la relacion encontrada entre pérdidas de heterozigosidad en 3p21, la
edad de iniciacion en el habito tabaquico y la presencia de aductos en el ADN,
Hirao et al. (2001) determinaron que, en esa region, debia de encontrarse un
gen implicado en la reparacion del ADN, en concreto, en la reparacion de este
dano genomico. Evaluaron si MLHI podria ser ese gen, aunque su
participacion en la reparacion del ADN no conlleva la resolucion de estos
danos, y no encontraron asociacion alguna, por lo que PARP3 podria ser el gen
candidato, ya que otras moléculas pertenecientes a la via de reparacion del

ADN por escision de bases, también pueden eliminar los aductos en el ADN.

Estudios realizados por inmunohistoquimica determinaron, en 150 tejidos de
CNMP, que la expresion reducida de MLH1 se asociaba significativamente con
el habito tabaquico, de manera que los individuos que fumaban un mayor
numero de cigarrillos tendian a expresar menos MLH1. En este estudio, al
igual que en el realizado en la poblacion de tumores incluida en esta Tesis a
partir de ARN mensajero, no se encontré correlacion alguna entre las variables
clinico-patolégicas y la expresion de MLH1. Sin embargo, si se correlacioné la
expresion proteica con la pérdida de heterozigosidad en el locus 3p21, donde
MLH1 se localiza, lo que sugiere que la pérdida de MLHI en CNMP se produce
por LOH y no por metilacion del promotor, como en cancer colorrectal

(Xinarianos et al., 2000).

Los resultados de expresion génica de MLHI, mediante PCR cuantitativa a
tiempo real, incluidos en esta Tesis, revelaron que los tumores con expresion
disminuida de ARN mensajero presentaban una mayor tendencia a recidivar
(38.5%) en comparacion con los que mostraban niveles comprendidos dentro
del rango de normalidad (16.7%). El hecho de que bajos niveles de expresion
génica de MLH1 se asocien con la actividad telomerasa, puede ser la causa de

esta tendencia en el estudio de supervivencia.
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Asimismo, también se encontr6é una tendencia a asociacién entre la expresion
génica aumentada de PMSI1 y la probabilidad tumoral de recidivar. Los
pacientes con sobre-expresion de dicho gen presentaban un intervalo libre de
enfermedad medio menor que el grupo de pacientes con expresion de PMSI
comprendida dentro del rango de normalidad, encontrandose recidivas en un

mayor porcentaje de pacientes (40% frente a 25%).

MLH1 y PMS1 forman un heterodimero que repara errores de apareamiento de
bases tras la replicacion, por lo que, quiza, la pérdida de regulacion en sus
niveles cause alteraciones en la maquinaria de reparaciéon del ADN que,

incapaz de subsanar los errores, contribuya a la inestabilidad gen6émica.

Segun los resultados presentados en esta Tesis, no se encontraron diferencias
de expresion en los genes que codifican para proteinas de uniéon directa al
ADN telomérico, en funcién de la actividad telomerasa. Estos resultados
concuerdan con los presentados por Hsu et al. (2004), quienes realizaron un
estudio de expresion de ARN mensajero de los genes TRF1y TRF2 en CNMP, y
tampoco encontraron variaciones significativas en los niveles de expresion, en

relacion con la actividad telomerasa.

So6lo hubo un gen cuya expresion se vio aumentada significativamente en las
muestras telomerasa positivas: hTERT. Como era de esperar, este subgrupo de
tumores tenia mayor expresion de ATERT. Si bien hay autores que no han
encontrado correlacion entre hTERT y la actividad telomerasa (Hsu et al.,
2004), la mayoria de los trabajos, al igual que el presentado en esta Tesis, si
han detectado esta asociacion (Hara et al., 2001; Kumaki et al., 2001;

Marchetti et al., 2002; Wu TC et al., 2003; Lantuejoul et al., 2005).

Coincidiendo con los resultados de otros autores, no se encontré asociacion
alguna entre los niveles de ARN mensajero de hTERT y las distintas variables
clinico-patologicas evaluadas en esta Tesis (Hara et al., 2001; Marchetti et al.,
2002; Wang L et al., 2002; Wu TC et al., 2003). Sin embargo, cabe destacar el
hecho de que los tumores que sobre-expresaban hTERT tuvieran mas

tendencia a recidivar que aquellos con niveles comprendidos dentro del rango
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de normalidad (46.2% frente a 16.7%). Los resultados obtenidos carecieron de
significacion estadistica (P = 0.424), probablemente por el bajo numero
muestral (20 pacientes formaron parte del estudio). Hara et al. (2001)
analizaron los niveles de ARN mensajero de hTERT de 62 pacientes afectados
de CNMP, por RT-PCR, y encontraron que los pacientes con expresion positiva
para este gen presentaban un intervalo libre de enfermedad significativamente
mas corto que aquellos en los que no se detecté expresion génica. Los mismos
resultados han sido presentados por Wang L et al. (2002), quienes evaluaron
los niveles de expresion de ARN mensajero de hTERT en 153 pacientes
mediante el uso de una sonda especifica capaz de detectar esta molécula en
tejidos embebidos en parafina, y por Marchetti et al. (2002), quienes
emplearon PCR cuantitativa a tiempo real para su deteccion. Es mas, este
ultimo grupo concluy6é que los niveles de expresion de ARN mensajero de
hTERT constituian un factor pronéstico independiente del estadio tumoral y
del tipo histologico. Por otro lado, nuestro trabajo ha determinado que en 85
pacientes afectados de CNMP, los tumores telomerasa positivos presentaban
una mayor recurrencia que los tumores telomerasa negativos, que no dieron
lugar a recidivas durante el periodo de seguimiento. En este caso, las
diferencias fueron significativas. Por tanto, es probable que si aumentaramos
el numero de pacientes dotaramos a nuestros resultados de significacion
estadistica, pues la tendencia que se refleja en esta Tesis es la misma que la

obtenida por otros autores.
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3. ACTIVIDAD TELOMERASA Y PARP3

3.1 DETERMINACION DE LOHs EN LOCI CERCANOS AL
GEN PARP3

Se han descrito diferencias en los niveles de ARN mensajero en pacientes de
CNMP fumadores y no fumadores. Una de estas diferencias radica en la
pérdida de expresion de genes localizados en la region 3p21.3 en individuos
fumadores, con una elevada tasa de LOHs (Miura et al., 2002). Han sido
analizados distintos genes contenidos en esta region pero, hasta la fecha, no
hay datos en la bibliografia sobre PARP3. Debido a la no existencia de
marcadores polimoérficos en el locus de PARP3, elegimos las secuencias mas
proximas que flanqueaban al gen para intentar determinar si la disminucion
en la expresion génica de PARP3, evaluada por PCR cuantitativa a tiempo real,
en la poblacion tumoral telomerasa positiva analizada en esta Tesis, era
debida a las pérdidas de heterozigosidad, y si existia alguna asociacion entre
estas deleciones y la deteccion de actividad telomerasa. Tanto los marcadores
evaluados, D3S3026 y D3S3561, como PARP3, se localizan en una zona
tendente a delecionarse denominada FER (Frequent Elimination Region), que
abarca las regiones 3p14.3-21.2 (50.6-58.1 Mb) (revisado por Kost-Almilova e
Imreh, 2007).

El estudio del marcador D3S3026 revelé que no existian diferencias
significativas en cuanto a la aparicion de LOHs en este locus y la deteccion de
actividad telomerasa o la disminucion en los niveles del ARN mensajero de
PARP3. Sin embargo, la pérdida de heterozigosidad en el locus donde se
localiza el marcador D3S3561 se asoci6 significativamente con la deteccion de
actividad telomerasa (P = 0.047), de manera que el 41.4% de los tumores en
los que se detecté actividad telomerasa presentaron LOHs a este nivel,
mientras que sé6lo en 1 tumor sin actividad enzimatica (9.1%) se detectaron
LOHs en D3S3561. El analisis de LOHs y la expresion génica de PARP3 no
revelo asociacion estadisticamente significativa entre ambos parametros, si

bien si se observé una tendencia. Asi, los tumores con LOHs en el locus
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D3S3561 tenian un RQ medio de 0.39 (0.17 — 0.87, intervalo de confianza del
95% para la media), frente a aquellos tumores sin LOHs, cuyo RQ medio fue
0.72 (0.46 — 1.13, intervalo de confianza del 95% para la media) (P = 0.106).
Cuando se evalué la pérdida de heterozigosidad simultanea en ambos
marcadores, entre los que se encuentra el locus de PARP3, no se encontraron
diferencias significativas entre la actividad telomerasa y los niveles de
expresion génica de PARP3. Es interesante senalar que, entre los tumores que
formaron parte de este estudio y que no mostraron actividad telomerasa
(N = 4) ninguno presenté LOHs. Sin embargo, el 42.4% (14 /33) de los tumores
telomerasa positivos presentaron estas deleciones (P = 0.276). Asimismo, el RQ
medio de PARP3 de los tumores sin LOHs fue 0.87 (0.49 — 1.56, intervalo de
confianza del 95% para la media), mientras que los tumores que perdieron
ambas regiones mostraron un RQ medio de 0.38 (0.13 - 1.10, intervalo de
confianza del 95% para la media) (P = 0.085). Es importante considerar el bajo
numero muestral de estos estudios (37 y 11 tumores, respectivamente).
Probablemente, al aumentar el numero de casos, la asociacion entre la pérdida
de heterozigosidad simultanea en los loci D3S3026 y D3S3561, la deteccion de
actividad telomerasa y los niveles de expresion génica de PARP3, adquiriria

mayor fuerza estadistica.

Teniendo en cuenta estos resultados, podriamos considerar que si existe una
asociacion entre las pérdidas de heterozigosidad en 3p, en concreto en 3p21, y
la deteccion de actividad telomerasa, tal y como han descrito otros autores,
por lo que parece que en esta region podria estar situado un gen represor de
telomerasa (Horikawa et al., 1998; Cuthbert et al., 1999; revisado por
Horikawa y Barrett, 2003; Iniesta et al. 2004). Si bien el marcador que mostro
con mayor claridad en esta asociacion fue D3S3561, cuya distancia al locus
de PARP3 es de, aproximadamente, 360 Kb, el estudio de pérdidas de
heterozigosidad simultaneas de los marcadores D3S3026 y D3S3561, revelo
una relacion al borde de la significacion estadistica entre su pérdida por LOHs
y la deteccion de actividad telomerasa; esto es, la pérdida de ambas regiones y
quiza, la situada entre ellas, tiende a asociarse con la actividad telomerasa.
Ademas, también se encontraron asociaciones cercanas a la significacion

estadistica entre los niveles de expresion génica de PARP3 y las pérdidas de
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heterozigosidad en las regiones donde se localizan los marcadores estudiados.
De nuevo, la delecion en D3S3561 mostré una mayor asociacion que la del
marcador D3S3026. Sin embargo, cuando se evaluaron ambos marcadores de
manera simultanea, esta asociacién alcanzé mayor fuerza estadistica, lo que
nos llevo a sugerir que, quiza, PARP3 podria ser un represor de la actividad
telomerasa, cuya pérdida por LOHs en CNMP, podria estar favoreciendo que la

enzima telomerasa perdiera uno de sus mecanismos de control.

El estudio de LOHs en los loci D3S3026 y D3S3561 y su asociacion con
variables clinico-patologicas no arrojé ningun dato significativo, tanto al
evaluarlos de manera individual como simultanea. Esta falta de asociacion ya
habia sido determinada por otros autores, aunque investigando otros
marcadores. Estos datos podrian explicarse teniendo en cuenta que las
pérdidas de heterozigosidad en 3p constituyen un evento temprano en la
patologia de CNMP, de manera que contribuyen a la génesis del tumor, mas

que a su avance.

Con respecto al tipo histolégico, hay autores que no han encontrado relacion
entre esta variable y la presencia de LOHs en 3p (Woenckhaus et al., 2005). No
obstante, un estudio en el que se evaluaron estas deleciones en una poblacion
de CNMPs NO, detect6 un mayor porcentaje de pérdidas de heterozigosidad en
los carcinomas epidermoides (Osaki et al., 2000). En nuestro trabajo, los
carcinomas epidermoides mostraron una elevada frecuencia de LOHs, tanto al
evaluar los marcadores individualmente, como en el estudio de pérdidas de
heterozigosidad simultaneas en ambos loci (66.7% para el marcador D3S3056;
41.5% para el marcador D3S3561; 42.8% para ambos marcadores). Este tipo
histologico es el que muestra mayor correlacion con la exposicion a los
carcinogenos del tabaco. Por ello, quiza, se detecten LOHs en un elevado
porcentaje en los carcinomas epidermoides. Al igual que ocurria al analizar la
funcion telomérica y su relacion con variables clinico-patologicas, hay que
tener en cuenta las caracteristicas iniciales de la poblacion objeto de estudio,
asi como los marcadores analizados, lo que puede llevar a discordancias en los

resultados.

227



Discusion

Sin embargo, si se han relacionado LOHs en 3p en muestras de tejido tumoral
obtenidas a partir de nodulos linfaticos con metastasis, con un peor

pronostico clinico (Sasatomi et al., 2002).

3.2 DETERMINACION DE SNPs EN EL GEN PARP3

Debido a la asociaciéon encontrada in vivo entre PARP3 y la actividad
telomerasa, quisimos profundizar en el estudio de este gen para intentar
determinar si la existencia de SNPs podria estar relacionada con la actividad
telomerasa. Los marcadores elegidos fueron Rs 323868 y Rs 188953. Pese a
que en el estudio se evaluaron 94 muestras, s6lo detectamos SNPs en 3 de
ellas, que eran, ademas, heterozigotas para ambos marcadores (2.8%), lo que
dificultéo el tratamiento estadistico de los datos. La frecuencia del alelo
minoritario fue 1.6%. Estos resultados son semejantes a los obtenidos por
otros grupos en la poblacion caucasica. Con respecto al marcador
Rs 323868, la tasa de heterozigosidad detectada previamente fue del 6.5% y la
frecuencia del alelo minoritario del 3.2% (SNPSOOCANCER). Para el marcador
Rs 188953, la frecuencia del alelo minoritario fue del 1%, no existiendo datos
de la distribucion genotipica (CSHL-HAPMAP). Curiosamente, los tumores en
los que se detect6 SNP para un marcador, también resultaron polimoérficos

para el otro. Esto puede deberse a que se trate de un haplotipo.

Como era de esperar, no se encontraron diferencias significativas entre la
deteccion de actividad telomerasa y la presencia de SNPs. El tanto por ciento
de tumores en los que se detect6 actividad enzimatica fue semejante en el
grupo de tumores con SNPs y el grupo de tumores sin ellos (66.7% y 83.5%,

respectivamente).
No se pudo evaluar la posible relacion entre los SNPs y la expresion de ARN

mensajero del gen PARP3, ya que soOlo se dispuso de un caso con SNPs y del

que se tuviera el dato de expresion.
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Aunque no se puede alcanzar ninguna conclusién a partir de este estudio,
seria interesante evaluar si, en una poblacion mas amplia, la existencia de
polimorfismos en Rs 323868 y Rs 188953, en el gen PARP3, se relaciona con
la pérdida de expresion de PARP3 y la actividad telomerasa. La presencia de
SNPs puede afectar a la estabilidad y expresion del gen en el que se localizan,
contribuyendo al desarrollo y progresion de distintas enfermedades e, incluso,
favoreciendo la evolucién hacia un determinado tipo histolégico, dentro de la

patologia de cancer de pulmoén (Oh et al., 2007).

3.3 PARP3: POSIBLE REPRESOR DE LA ACTIVIDAD
TELOMERASA

EL estudio por PCR cuantitativa a tiempo real realizado en la poblacion de
CNMP incluida en esta Tesis, revelo que en los tumores en los que se
detectaba actividad telomerasa, los niveles medios de expresion génica de
PARP3 se encontraban significativamente disminuidos, con respecto a la
poblacién telomerasa negativa. Esta, presentaba niveles de expresiéon medios
comprendidos dentro del rango establecido como normal. Este dato, unido a la
localizacion de PARP3 en el locus 3p21 y a la asociacion encontrada entre 3p y
actividad telomerasa, nos llevo a comprobar si PARP3 podria ser una molécula

represora de esta enzima.

Para ello, empleamos la linea celular de CNMP A549, utilizada por otros
grupos para realizar estudios in vitro (Fujiki et al., 2007; Liao et al., 2007;
Shervington et al., 2007; Wooten-Blanks et al., 2007). La determinacién de los
niveles de ARN mensajero en las células, revel6 que la expresion de PARP3 se
asemejaba a la poblacion tumoral en la que se detectaba actividad telomerasa.
Ademas, la actividad enzimatica en las células era muy elevada, como cabria
esperar de una linea celular proveniente de un tumor epitelial. Por tanto, las
caracteristicas de las células A549 sugerian que la sobre-expresiéon de PARP3
deberia causar una disminucion de la actividad telomerasa si, efectivamente,

se trataba de un represor de la enzima.
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Los ensayos encaminados a comprobar esta hipotesis se realizaron a distintos
tiempos post-transfeccion, de manera que pudiera evaluarse la implicacion de
PARP3 en la actividad telomerasa en funcion de sus niveles de expresion
génica. No fue posible determinar los niveles proteicos de PARP3 tras la
transfeccion, debido a distintas causas. Por un lado, los anticuerpos
antiPARP3 no eran lo suficientemente especificos, lo que nos impidi6 realizar
Western-blot e inmunocitoquimica. Por otro lado, la proteina GFP fusionada
con PARP3 era una forma mutada que no reconocian los anticuerpos
convencionales antiGFP, no estando ya disponible en la casa comercial de la
que adquirimos el sistema el suero antiCycle 3 GFP. Finalmente, Cycle 3 GFP
emite fluorescencia a la misma longitud de onda que GFP no mutada, pero la
linea celular A549 transfectada so6lo con lipofectamina, sin introducir ningin
vector, era capaz de emitir fluorescencia. Como consecuencia, el método
utilizado para validar la transfeccion consistié en medir los niveles del ARN

mensajero de PARP3 en las células transfectadas.

Tal y como cabria esperar, los niveles maximos de expresion de ARN
mensajero se detectaron a las 24 horas post-transfeccion, disminuyendo a lo
largo del tiempo. En las células transfectadas con el vector control, es decir, el
vector de expresion sin el ADN complementario de PARP3, se obtuvieron
valores de RQ comprendidos dentro del rango considerado como normal a las

24, 48 y 96 horas post-transfeccion.

En cambio, la determinacion de la actividad telomerasa revelé que, a las 24
horas post-transfeccion, no habia variacion entre las células transfectadas con
el vector que contenia PARP3 y las células transfectadas con el vector control,
siendo en ambos casos elevada. Sin embargo, a las 48 horas
post-transfeccion, la actividad enzimatica disminuy6é un 40.6% en las células
que sobre-expresaban PARP3, con respecto a las células transfectadas con el
vector control. Esta disminucion se mantuvo hasta las 96 horas
post-transfeccion. Estos resultados parecen indicar una posible funcion de
PARP3 en la regulacion de la actividad telomerasa, si bien deberia

corroborarse en estudios futuros.
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Rouleau et al. (2007), demostraron que PARP3 se colocaliza con el complejo
PcG, integrado por proteinas implicadas en el silenciamiento trascripcional. En
concreto, con las proteinas encargadas de marcar regiones génicas a las que
se uniran otras moléculas que evitaran la trascripcion. Esto llevo a los autores
de este trabajo a especular que, quiza, la poli ADP-ribosilaciéon llevada a cabo
por PARP3 podria regular la actividad de proteinas de PcG y, de esta manera,
regular la trascripcion génica. Si esto es asi, la pérdida de PARP3 en los

tumores estaria alterando la expresion génica de las células.

231



Conclusiones

CONCLUSIONES






Conclusiones

Las principales conclusiones de este trabajo en cancer no microcitico de

pulmoén (CNMP) son las siguientes:

1. Existe una correlacion significativa y positiva entre la longitud de las

secuencias teloméricas en los tumores y en las muestras no tumorales.

2. El tamano tumoral se relaciona con la longitud de los telomeros, siendo
los tumores de mayor tamano los que presentan una menor longitud

de secuencias telomeéricas.

3. El acortamiento de las secuencias teloméricas constituye un factor de
pronostico adverso, independiente del estadio tumoral y del grado de

infiltracion ganglionar.

4. En los pacientes afectados de CNMP, la actividad telomerasa se
relaciona con un intervalo libre de enfermedad significativamente

menor que aquellos en los que no se detect6.

S. La expresion de FLJ10858, que codifica para una ADN glicosilasa de la
via de reparacion por escision de bases, esta claramente incrementada

en las muestras de tejido tumoral.

6. La expresion de TOP3B y PMSI se correlaciona positiva y
significativamente con la longitud de los fragmentos teloméricos en

CNMP.

7. La actividad telomerasa se asocia con una disminucion de la expresion
de DCLREIC, GTF2HI1, PARP3 y MLHI1, genes implicados en los

mecanismos de reparacion de lesiones en el ADN.
8. Las deleciones en el locus donde se sitia el marcador D3S3561,

3p21.1, se asocian significativamente con actividad telomerasa positiva

en las muestras tumorales.
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9. La sobre-expresion de PARP3 en la linea celular de CNMP A549 dio

lugar a una disminucioén significativa de la actividad telomerasa.

CONCLUSION FINAL:

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta Tesis en cancer no
microcitico de pulmoén, la funcion telomérica esta relacionada con factores
implicados en las vias de reparacion del ADN. Ademas, tanto el acortamiento
telomérico como la actividad telomerasa pueden considerarse parametros
utiles en el establecimiento del pronéstico clinico de la enfermedad objeto de

estudio.
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