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Andlisis de marcadores bioldgicos en el Proyecto Estratégico de Cancer

de Pulmén CIBERES - RTIC Cancer - SEPAR

Eduard Monsé, Luis M. Montuenga, Julio Sanchez de Cos, Cristina Villena, por
el Grupo Colaborativo en Cancer de Pulmén CIBERES- RTICC- SEPAR —

Plataforma Biobanco Pulmonar.

Material suplementario

Variables clinicas

La informacidn clinica obtenida en el momento basal estd conformada por datos
sociodemograficos, de exposicion al tabaco, antecedentes laborales, las
variables clinicas (incluyendo comorbilidades), analiticas, radiolégicas
(tomografia computarizada y por emision de positrones) y funcionales del
paciente. Asimismo, se registran las variables de caracterizacion del tumor que
forman parte del proyecto de Estadificacion TNM de la IASLC, que incluyen
preguntas de, localizacion, diagnostico, estirpe y diferenciacion tumoral,
tratamiento y, una descripcion detallada y exhaustiva de los descriptores T, Ny
M, incluyendo aspectos morfolégicos como la afectacion vascular, linfatica y del
tejido circundante (1,2). En lo referente al seguimiento del paciente, se recoge
informacion sobre recidiva y mortalidad: a) tiempo libre de enfermedad; b) tipo
de recaida (locoregional o metastasica); c) supervivencia global; y d)
supervivencia relacionada con la enfermedad. Las causas de muerte se

registran como: a) muerte por recurrencia locoregional del NSCLC; b) muerte
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por metastasis de NSCLC; c¢) muerte por a) y b); d) muerte por un segundo
tumor primario; e€) muerte por otras causas; y €) muerte por causas no

determinadas.

MicroRNAs

De los cortes de tejido parafinado se extrae el ARN mediante el kit miRNeasy
FFPE de AMBION (Applied Biosystems), y mediante la técnica de PCR a
tiempo real (RT-PCR) se analizan los perfiles de expresion de los miRNAs de
interés. Se incluyen también en el estudio “small miRNAs” enddgenos para la
normalizacion de los datos. Se compara el perfil de expresiéon de miRNAs de
los dos grupos de pacientes extremos, pacientes con recaida precoz respecto y
pacientes libres de enfermedad, y el perfil de expresion de miRNAs de la
muestra tumoral con la del tejido no tumoral del mismo paciente, para

identificar los miRNAs que se asocian a enfermedad activa y a peor pronéstico.

Via metabdlica de las pentosas fosfato

En el Proyecto se analizaran, mediante técnicas inmunohistoquimicas, los
niveles de expresioén de TKT, TKTL1 y G6PD. La tincion se cuantificara
mediante analisis de imagen computacional, que calcula la relacion entre la
intensidad relativa de la tincion y el area de la imagen, interpolando los
resultados en una curva de calibracion trazada con una escala de grises (3).

Finalmente, las posibles correlaciones entre expresion enzimatica, crecimiento
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local y agresividad seran evaluadas considerando la clasificacion TNM y los

niveles enzimaticos medidos.

Marcadores inflamatorios

Para cuantificar los niveles de los distintos antigenos, se captaran las imagenes
correspondientes a cada uno de los antigenos a 400 aumentos mediante la
utilizacién de una camara fotografica conectada a un equipo de microscopia
Optica, que seran almacenadas para posterior cuantificacion antigénica. Los
infiltrados inflamatorios se cuantificaran de forma individual para cada una de
las muestras, y, paralelamente, se mediran las areas ocupadas por dichos
infiltrados, comparando los resultados obtenidos en los subgrupos creados (tipo
tumoral, tejido sano adyacente y tejido de transicion) (4). Se cuantificaran
asimismo los niveles totales de células inflamatorias (macréfagos y leucocitos)
por area total de tejido pulmonar analizado(4—6). Las imagenes de las tinciones
de los antigenos moleculares se cuantificaran mediante la utilizacion de un
procedimiento especifico (histo-score) en el que se establece una escala de
colores segun las intensidades de las tinciones (7). A cada intensidad se le
asigna un valor numérico (score), correspondiendo la suma de todos los scores
obtenidos para dicha muestra a la intensidad final para una muestra biolégica
determinada. Asi, se comparan las intensidades entre los subgrupos de
muestras, con el fin de examinar sus diferencias. De este modo, la deteccién
de antigenos de una forma meramente cualitativa puede ser cuantificada a
partir de la creacion de una escala semi-cuantitativa, que permite realizar

analisis estadisticos de mayor fiabilidad.
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Marcadores de actividad estromal

Para cada tincion se tomaran al menos 10 imagenes aleatorizadas por
muestra, y se analizaran con Image J. Las células mesenquimales del estroma
se determinaran mediante analisis morfométrico. El porcentaje de células
mesenquimales del estroma positivas para a-SMA+, VIM+ o DES+ en cada
subtipo tumoral se realizara mediante conteo manual doble-ciego por 2
observadores independientes, segun descrito (8). El porcentaje de tejido
positivo para colageno o tenascina se determinara binarizando las imagenes y

calculando el porcentaje de area positiva para cada marcador.

Metilacion del ADN

A partir de ADN extraido del tejido tumoral, se efectuara una modificacion
quimica con bisulfito de sodio. Este tratamiento transforma las citosinas no
metiladas en uracilos, mientras que las citosinas metiladas se mantienen
inalteradas. Se utilizara esta diferencia de secuencia para establecer el estado
de metilacion de los cinco genes citados mediante Methylation-Sensitive High

Resolution Melting (MS-HRM).

Respuesta inflamatoria en sangre periférica
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En el Proyecto se determinaran PCR y fibrindgeno por nefelometria; IL-6, IL-8,
IL-10, TNF-a, IFN-y: por ELISA ultrasensible; y la actividad antioxidante,

carbonilos y nitrotirosinas, por ELISA.
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Tabla 1.- Protocolos de procesado de la Plataforma Biobanco Pulmonar

1.- Muestras histologicas

1.1- Optimizacion &cidos nucleicos

a. Colocar una fraccién de la pieza en un recipiente plano con 5ml de RNA later®.

b. Obtener fragmentos de 0,2x0,2x0,2 cm.

c. Sumergir de 5 a10 fragmentos en cada criotubo con 0,5ml de solucion RNA later®.

d. Incubar 24h a 4°C.

e. Almacenar a -20°C.

1.2.- Optimizacion protedmica

a. Con una fraccion de la pieza obtener fragmentos de 0,3x0,3x0,3 cm.

b. Colocar los fragmentos en PBS o solucion salina preenfriada a 4°C en recipiente estéril.

c. Lavar 3 veces en PBS o solucion salina pre-enfriada, en agitacion 3-4 min o estatica 10 min.

d. Secar en papel de filtro.

e. Colocar 1-3 fragmentos en la pared de un criotubo sin que estén en contacto.

f. Congelar en nitrégeno liquido o en bafio de isopentano y almacenar a -80°C.

1.3.- Histologia-parafina

a. Colocar fragmento de 1x1x0,2 cm en un recipiente con solucién salina preenfriada a 4°C.

b. Lavar 3 veces en PBS o solucion salina pre-enfriada, en agitacién 3-4 min o estatica 10 min.
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c. Colocar el fragmento en Formaldehido 3,5-4%, tamponado a pH=7 con carbonatos 24-48h.

d. Cortar fragmentos de 3-5mm3 de tejido pulmonar fijado bajo una campana extractora.

e. Deshidratar y aclarar el tejido.

f. Parafinar con parafina de bajo punto de fusion.

1.4.- Histologia-no parafina

a. Colocar fragmento de 1x1x0,2 cm en recipiente con solucion salina preenfriada a 4°C.

b. Lavar 3 veces en PBS o solucion salina pre-enfriada, en agitacién 3-4 min o estatica 10 min.

c. Colocar fragmento en 5-10 ml PBS-paraformaldehido 4% pre-enfriado e incubar 24h a 4°C.

d. Dividir en 3 e incluir en OCT.

1.5.- Corte histolégico y optimizacion proteémica

a. De una porcién de la pieza obtener fragmentos de 0,3x0,3x0,3 cm con una tijera.

b. Colocar los fragmentos en PBS o solucion salina preenfriada a 4°C en recipiente estéril.

c. Lavar 3 veces en PBS o solucion salina pre-enfriada en agitacion 3-4 min o estatica 10 min.

o

. Secar en papel de filtro.

e. Colocar capa de OCT en criomolde, colocar fragmento vy rellenar el criomolde con OCT.

—h

Congelar en HISTOBATH/bafo maria de isopentano con nitrégeno liquido y almacenar -80°C.

2.- Muestras de sangre periférica

2.1.- Sangre total
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a. Venopuncionar y recoger sangre en tubo con aditivo anticoagulante EDTA-K2E o EDTA-KS.

b. Girar suavemente el tubo 8-10 veces.

c. Llevar inmediatamente al laboratorio, alicuotar 0,5 ml por criovial estéril y etiquetar.

d. Almacenar inmediatamente a -80°C.

2.2.- Suero

a. Venopuncionar y recoger sangre en tubo con aditivo coagulante SST Il y gel (> 8ml).

b. Girar suavemente el tubo 5 veces.

c. Centrifugar 1500g durante 15 minutos a temperatura ambiente.

d. Recoger el suero sanguineo tras la centrifugacion,

e. Alicuotar 0,5ml del suero sanguineo en cada uno de los crioviales estériles, y etiquetar.

f. Almacenar inmediatamente a -80°C.

2.3.- Plasma

a. Venopuncionar y recoger sangre en tubo con aditivo anticoagulante EDTA-K2E/K3E (>6 ml).

b. Girar suavemente el tubo 8-10 veces.

c. Centrifugar 1500g durante 15 minutos a temperatura ambiente.

d. Recoger el plasma sanguineo tras la centrifugacion

e. Alicuotar 0,5ml en cada uno de los crioviales estériles, y etiquetar

f. Almacenar inmediatamente a -80°C.
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