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Seria injust atribuir-me el merit d’aquest treball sense agrair apropiadament a
totes aquelles persones I'ajuda que m’han ofert al llarg del cami.

En primer lloc, al Dr. Alfons Navarro per haver-me fet de guia i tutor al llarg de
tot el treball i obrir-me les portes del seu laboratori juntament amb el Dr. Maria
Monzé.

A continuacié, als companys de laboratori Joan, Jordi, Jara, Yan i Bing, que em
van acollir amb un somriure des d’'un bon principi i han estat sempre disposats
a donar-me un cop de ma quan ho he necessitat.

A la tutora del treball, que m’ha ajudat i guiat des del primer dia, sense la qual
aquest projecte no hagués estat possible.

| finalment, a tots aquells familiars i amics que m’han encoratjat i mostrat el seu
suport constant, cada dia des que vaig comencar.
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Gen EGFR en cancer de pulmé Introduccié

0. Introduccio

L'elecci6 del tema va ser facil de dur a terme a causa de la proximitat amb que
he viscut el cancer i de 'ambit medic en general durant un periode de la meva
vida bastant recent. Aquest projecte, a més d’aportar el meu granet de sorra al
mon de la recerca, m’ha servit per contestar preguntes les quals fins al moment

no tenien resposta.

Els tumors son originats per mutacions en el DNA d’algunes de les cel-lules
produides per diferents factors. Un dels gens que poden estar afectats és
'EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), que té un paper for¢ca important

en l'activacio de la divisio cel-lular.

La hipotesi del treball es basa en que un percentatge elevat de pacients amb
cancer de pulmé podrien presentar mutacions en el gen EGFR en les seves

cel-lules tumorals que n’explicaria, en part, I'aparicio del tumor

Com a objectius del treball es plantegen el fet d’aprendre a treballar en un
laboratori de biologia molecular i aprendre les tecniques més habituals de
processament de mostres per fer I'analisi mutacional de tumors per tal de
determinar, en un petit grup de mostres de teixit tumoral de pulmd, l'estat

mutacional del gen EGFR.

Al ser un tema molt dens és necessari dur a terme un treball de documentacio
a fons per assolir tots els conceptes clinicopatologics i moleculars necessaris i

familiaritzar-se amb tot I'ambit del mén de la recerca cientifica en general.

A través del programa Bojos per la Medicina que organitza la Fundacio
Catalunya La Pedrera estic assistint a un seguit de sessions teorico-practiques
sobre diverses arees de medicina a I'Hospital Clinic de Barcelona, on dues

d’elles tracten sobre el cancer.
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A més, el dia 1 de febrer vaig inscriure’m al programa FORCES, organitzat per
la Universitat de Barcelona, on ofereixen assessorament per a realitzar el
treball de recerca. Vaig sol-licitar la Unica placa per 'ambit de «Genética del
DNA del cancer de pulmo» i, a l'acceptar-me, em van seleccionar un tutor, el Dr.
Alfons Navarro. Ell, a part d’assessorar-me en el meu treball, em va oferir la
possibilitat de realitzar el treball de camp al seu laboratori de la Facultat de

Medicina del campus Clinic des del 25 de juny fins a finalitzar el mes de juliol.

El principal problema que ha sorgit al llarg del treball ha sigut el temps. Aquest
projecte estava dissenyat en un bon principi per analitzar quatre exons (18, 19,
20 i 21) pero el temps no ho ha permes i I'estudi de I'ex6 18 va haver de ser
descartat. Eren procediments llargs i el fet d’haver d’aprendre-ho tot des de
zero no ho va facilitar. Tanmateix estic content amb tota la feina que s’ha fet i
aquest treball m’ha servit per entrar al mon de la recerca i experimentar en

primera persona la vida en un laboratori.
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1. El Cancer

El Diccionari Enciclopedic de Medicina (2000) defineix el cancer com a
«Malaltia de les cél lules, les quals han canviat el mecanisme de control que
governa la seva proliferacio i diferenciacio. A consequiéncia d’aquest canvi es
produeix la multiplicacié exagerada invasora de les estructures veines i, a partir
de les anomenades cél lules mare?, per via limfatica o hematica, les noves

colonies tumorals o metastasis.» (p.256)

El cos huma esta conformat per milions de cél-lules les quals compten totes
amb el mateix material genétic. Les cél-lules sanes creixen, es divideixen i
moren per apoptosi?> de manera ordenada. Quan es parla de cancer, aquest
proceés es descontrola i les cél-lules es reprodueixen de manera caotica mentre
gue les cél-lules que els tocaria morir, sobreviuen. Aquest seguit de divisions
mitotiques® acaba formant masses de cél-lules anomales les quals se les

denomina amb el nom de tumors.

1.1. Etiologia

El cancer és causat per mutacions genetiqgues o anomalies epigenetiques* que

alteren el cicle cel-lular® de la céel-lula.

Les mutacions del material genétic poden ser hereditaries, induides per factors
ambientals, o bé com a resultat d’errors aleatoris en el procés de replicacio del
DNA.

Un estudi® recent suggereix que dos tercos del total de casos de cancer sén
causats per aquests Ultims, i aixo explicaria per que els cancers son molt més

comuns en alguns tipus de teixits que en uns altres.

Cél-lules no diferenciades amb la capacitat de convertir-se en qualsevol tipus de cél-lula del cos.
Mort cel-lular programada que inclou degradacié del DNA i destruccié nuclear.

Divisié cel-lular per mitja de la mitosi.

Area d'estudi que compren totes les molécules adherides a la cadena de DNA.

Seqiiéncia de processos de divisio i diferenciacié que segueix una cél-lula durant la seva vida.
«Stem cell divisions, somatic mutations, cancer etiology and cancer prevention» realitzat 1'any 2017
per Tomasetti, C., Li, L. I Vogelstein, B.

(2 N
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En l'estudi en questi6 es dedicaren a avaluar la incidencia del cancer en
seixanta-nou paisos i en tots ells es va trobar una relacié entre el risc de patir
cancer i el nombre de divisions que patien les cél-lules mare de cada teixit.
Després d’'una analisi de les dades tenint en compte I'amplia gama de factors
ambientals dels paisos estudiats i les estimacions d'institucions prestigioses
com el «Cancer Research UK» o0 la «U.S. Centers for Disease Control and
Prevention», van ser capacos d’elaborar el dibuix seglent, on es mostra de
manera clara i visual la incidéncia del cancer en diferents teixits i segons el seu

origen (Figura 1).
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Figura 1: Representacié de la incidéncia
dels diferents tipus de cancer segons la seva
causa. Font: Universitat de Valéencia, estudi
de Tomasetti i el seu equip (2017).

Centrant-nos en els diversos factors ambientals, aquests es poden classificar

en tres categories:

« Carcinogens’ fisics, com les radiacions ultraviolades i ionitzants.
» Carcinogens quimics, com I'amiant, el fum del tabac i I'arsenic.

» Carcinogens biologics, com determinats virus, bacteris i parasits.

1.2. Prevencio
L'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) assegura que almenys un ter¢ de tots
els casos de cancer es poden prevenir.
Les principals causes son tabaquisme, falta d’activitat fisica, mals habits
alimentaris, consum d’alcohol, contaminacié ambiental, radiacions i elements i

compostos quimics.

7 Agent extern que provoca Cancer.
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El tabaquisme és el factor de risc evitable més important i dels més estudiats a
I'hora de determinar les causes del cancer. Es calcula, segons dades del 2004
recopilades per la OMS, que provoca el 22% de morts anuals en tot el mon, i
gue aquell mateix any se li van atribuir 1,6 milions de morts de les 7,4 que va
causar el cancer.

Gracies a l'informe técnic referent al tabac publicat per 'OMS l'any 1979 s’ha
pogut comprovar I'existencia d’'una relacié directa entre la quantitat de fum
inhalat i el risc de patir aquesta malaltia. Aquelles persones que fumen cigarrets
sense filtre, tenen més possibilitats de contraure la malaltia que les que fumen
cigarrets amb filtre, cigars, o en pipa (Figura 2). Aixi doncs, una persona que
fuma més de vint-i-cinc cigarrets cada dia assumeix un risc vint vegades meés
alt de patir cancer de pulmé que un no-fumador.

Els fumadors en pipa, tanmateix, tendeixen a desenvolupar cancer de cap, coll,

boca i llengua amb més frequiéncia.

e i P

Figura 2: Relacio entre el risc de patir cancer i el
nombre de cigarrets fumats al dia. Font:
Enciclopédia Catalana de Medicina i Salut Volum 4.

També s’ha comprovat que una vegada es deixa de fumar, el risc de produir un
tumor pulmonar disminueix amb el temps (Figura 3). Al cap de quinze anys, les
probabilitats de contraure la malaltia per part d'un exfumador gairebé

s’equiparen a les d’un no-fumador.
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fumadors que no renunciaren a I'habit

2 -
‘anys que fa que han deixat 0 fumar

Figura 3: Risc de cancer de pulmé en relacié amb el temps.

Font: Enciclopédia Catalana de Medicina i Salut Volum 4.
Centrant-nos en els carcinogens principals dins el mateix tabac, les principals
substancies cancerigenes es troben, sobretot, en el quitra present en el fum.
Les més conegudes son els hidrocarburs aromatics policiclics com el 3,4
benzopiré i el dibenzantracé. Quan aquestes substancies entren a I'organisme
pateixen una serie de transformacions a causa d’alguns enzims del nostre cos.
Els productes resultants, un cop entren en contacte amb les cél-lules
bronquials, s’'uneixen a les proteines i als acids nucleics alterant la reproduccié
cel-lular i originant la formaciéo de cel-lules amb estructures diferents a les
normals, alhora que es reprodueixen de manera molt més activa. Si el sistema

immunitari i les propies cél-lules no ho aturen, s’acaba formant un tumor.

Un altre factor també important a tenir en compte és el sobrepés. La falta
d’activitat fisica juntament amb uns mals habits alimentaris i, certa predisposicio
geneética, comporten el sobrepés d’'una gran part de la poblacié. Segons la
OMS als Estats Units la poblacié obesa és del 30%, a Espanya baixa una mica
pero tot i aixi compta amb un 23%. En quant a problemes de pes, segons la
sessio sobre obesitat a la que vaig assistir a través del programa Bojos per la
Medicina, aproximadament un 60% de la poblacié espanyola esta per sobre del

gue és considerat un pes saludable.
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Segons el Dr. Josep Vidal, endocrindleg de I'Hospital Clinic especialitzat en
obesitat, el qual va impartir la sessio del programa, s’ha comprovat I'existéencia
d’'un nexe entre el sobrepes i I'obesitat amb diversos tipus de cancer com el
d’esofag, colo-rectal, mama, endometri, ronyd, etc. No a causa que el greix
afecti el DNA, sin6 perqué I'excés de greix impedeix una oxigenacio facil de les
cel-lules i aguesta manca d’'oxigen deriva en inflamacions. Les inflamacions
molt prolongades d’'una zona en concret estan directament relacionades amb
I'aparicio de tumors.

Seguint amb temes nutricionals, el consum excessiu de carn vermella va
associat a un risc més elevat de contraure cancer colo-rectal. Recentment, la
OMS ha declarat que el risc de contraure cancer a causa de la carn vermella

processada esta a un nivell semblant que el del tabac.

L'etanol, un compost quimic present en les begudes alcoholiques causant de la
sensacio d’embriaguesa coneguda vulgarment com a «borratxera», és tambe
un factor a tenir en compte a I'hora de determinar quines sbén les causes
externes del cancer.

Les possibilitats de contraure cancer de boca, fetge o ronyd, augmenten amb la
guantitat d'alcohol consumida regularment. Malgrat el risc estigui condicionat

pel sexe i I'edat, es pot determinar que no hi ha un consum d'alcohol segur.

La contaminacié ambiental, la qual s'entén com la incorporacié de substancies
solides, liquides o gasoses en diferents medis com poden ser l'aigua, l'aire o el
sol, és la causant d’entre I'1% i el 4% dels casos de cancer globals segons
dades de la OMS de l'any 2003.

De radiacions n’existeixen de dos tipus: les no ionitzants, com les que ens
arriben del Sol, i les ionitzants, que es produeixen, per exemple, durant
I'explosié d’'una bomba atomica. Ambdaés tipus, pero, tenen un alt impacte en el

material genétic de les cel-lules i poden arribar a originar tumors.
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El cancer

En general, molts dels elements i compostos quimics amb els quals estem en

contacte son carcinogens, i provoquen l'aparicié de cancers en diferents zones

del cos. El rad6®, que sorgeix del terra i dels materials de construccid, causa

entre el 3% i el 14% dels cancers de pulmo, fet que el col-loca darrere del fum

del tabac en la llista de causes d'aquest tipus de cancer. La taula segtent

(Figura 4) en fa un resum dels més coneguts relacionant-los amb el tipus de

cancer que ocasionen.

Exposicio a: Organs afectats amb
risc de desenvolupar
tumors

Arsénic Pell i pulmo

Elements quimics Crom Pulmé

Niquel Fosses nassals i pulmo

Amiant Pulmo

Benze Medul-la ossia

Benzidina Bufeta urinaria

Compostos quimics | Quitra Pell

Olis minerals Pell

Naftilamina Bufeta urinaria
Sutge Pell i pulmo
Clorur de vinil Fetge

Figura 4. Compostos i elements quimics carcinogens més comuns i els organs que es veuen afectats.

Font: Treball de Recerca de Maria Company, «Deteccio i estudi del gen KRAS» (2012).

1.3. Principals tipus de cancer

Els grups sota els quals s'agrupen els diferents cancers que existeixen es

diferencien en el tipus de teixit on s'originen.

El tipus de cancer més comu és el carcinoma que té el seu lloc d'origen a la

pell o als epitelis que formen els diversos organs.

8 Gas noble molt radioactiu.
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N’existeixen diferents subtipus: I'adenocarcinoma, el qual sorgeix a les cel-lules
glandulars; el carcinoma de cél-lula basal, que té origen a la capa més
profunda de la pell; el carcinoma de cél-lula escamosa, format a les cel-lules
escamoses que recobreixen la superficie dels organs; i per ultim, el carcinoma

de cél-lules de transicid, el més comu en cancer de bufeta.

El sarcoma és definit per I'Enciclopedia Méedica Catalana (2000) com a “Tumor
del teixit connectiu i de sosteniment, de la musculatura i dels vasos sanguinis,
d'origen mesenquimatic, caracteritzat per la seva malignitat clinica: creixement
rapid infiltrant, formacié de metastasis més sovint per via sanguinia i evolucio
en poc temps cap a la mort. En general és tou i d'aspecte carnos, d'on deriva el
seu nom. “ (p.1625)

Aquest tumor es diu que té el seu origen al mesénquima, un teixit embrionari
format per cél-lules estrellades amb grans espais intercel-lulars ocupats per
una substancia mucinosa, com per exemple col-lagen. D’aquest tipus de teixit
se’n deriven diverses variants que constitueixen el teixit conjuntiu, I'esquelet

ossi dels vertebrats, molts musculs i tots els organs de I'aparell circulatori.

Per altra banda tenim les leucemies. La leucemia és un tipus de cancer que
comenga als teixits que formen la sang a la medul-la 0ssia. Es caracteritza per
la presencia de formes primitives de cel-lules sanguinies tant a la sang com als
organs en els quals s'infiltra, com el fetge, la melsa, el moll de l'os, els ganglis

limfatics, etc.

Segons el tipus de leucocits® dominants se'n fa la classificacio, i en tots els
casos sovint ve acompanyada d'anemia®. Durant el transcurs de la malaltia el

pacient pot presentar febre, hemorragies i infeccions.

El sistema immunitari esta format per diverses cel-lules que es troben tant a la

sang, com a dins dels organs i a la medul-la oOssia. Aquesta ultima,

9 Cél-lules sanguinies, globuls blancs.
10 Falta de ferro a la sang.
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concretament, és un teixit tou que es troba a l'interior dels ossos conformada
per les cél-lules mare de globuls blancs, globuls vermells, plaquetes i cél-lules
plasmatiques.

El mieloma multiple es caracteritza per la proliferacié de clons de les cél-lules
mare en el moll de I'os, que causen extenses destruccions 0ssies i envaeixen
els ossos veins.

Aquestes ceél-lules canceroses secreten immunoglobulines M-component, les
guals passen a la sang i a l'orina i sén les que permeten el diagnostic de la
malaltia. Sovint, el mieloma mltiple va acompanyat d’anemia, hipercalcemiat,
insuficiéncia renal i immunodeficiéncia, que deixa al pacient susceptible a un

conjunt variat d’infeccions.

Un limfoma és el cancer d'una part del sistema immunitari especifica
anomenada sistema limfatic. Es classifica segons dues categories: limfoma de
Hodgkin i limfoma de no Hodgkin.

En el limfoma de no Hodgkin certs tipus de globuls blancs, o bé les cél-lules T
0 bé les cél-lules B, es tornen anomals i comencen a reproduir-se sense cap
mena de control. Aquests tipus de ceél-lules viatgen a través dels canals
limfatics!?, els quals arriben a gairebé totes les zones del cos, i aix0 els permet
desplacar-se per arreu amb bastant facilitat. D'aquesta manera aquest tipus de
limfoma és capac de produir metastasis'® de manera rapida i sense cap mena
de patro.

Els metges no en coneixen les causes meés enlla de mutacions en el DNA, tot i
gue sembla ser que les persones amb un sistema immunologic feble o que
pateixen infeccions amb certa periodicitat son més propenses a desenvolupar-

lo.

11 Taxa de calci en sang per sobre la normalitat.

12° Vasos pels quals circula la limfa, substancia semblant a la sang que, recull el liquid intersticial per
retornar-lo a la sang, ajuda en la defensa del cos transportant anticossos i absorbeix els nutrients de
I’aparell digestiu i els bolca a la sang a les venes subclavies, sota la clavicula

13 Aparici6 de cél-lules tumorals en algun punt de I'organisme com a resultat del desplacament de
cél-lules malignes d'un tumor preexistent

MdeMetge 11



Gen EGFR en cancer de pulmé El cancer

El limfoma de Hodgkin, en canvi, és ben al contrari. En contraposicié amb
I'anterior aquest presenta un gangli limfatic de gran tamany que actua com a
tumor principal i que no produeix metastasis a parts molt allunyades del cos.
Primer envaeix els ganglis propers i llavors normalment passa al fetge, als

pulmons o a la medul-la ossia.

1.4. El cancer de pulmé

El cancer de pulmé, a més de comptar amb el nombre més elevat de nous
casos I'any 2018 segons la instituci6 Globocan (Figura 5), és el més mortifer.
Un article!* recent indica que la supervivéncia dels pacients al cap de cinc anys
volta el 15%.

Gracies a una reduccio del consum de tabac, el departament d’informacié al
pacient de la ASCO (American Society of Clinical Oncology) dictamina que en
els homes la mortalitat s’ha reduit un 48% des de I'any 1990, i en les dones un
23% des del 2002.

Estimated number of new cases in 2018, worldwide, all cancers, both sexes, all ages

Breast .
Cther cancers 2098 BA0 (11 6%)
6HIT 320 (36.74)

Calarectum

B49 518 (10.2%4)

Bladder

549 323 (3%

Frostate

Thyroid
&7 233 (3.1%) 1 Z76 106 [F.1%]

57 233 (3.1%)

Stomach

Cervix uter|
069847 (3.2% 1033 701 (5.7%)

Desophagus Liver
ST2034{3.2%) B47 020 (2.7%)

Total : 18 078 957

Figura 5: Nombre aproximat de nous casos de cancer a tot el mén l'any
2018. Font: Globocan

14 «EGFR Mutations and Lung Cancer» realitzat per Gilda da Cunha Santos, Frnaces A. Shepherd i
Ming Sound Tsao.
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El 99% dels casos de cancer de pulmé sén provocats per carcinomes. Entre
tots aquests, segons la tesi doctoral de la Dra. Elena Gallardo Martin, un 44%
es tracta de carcinoma de cel-lula escamosa, seguit per I'adenocarcinoma, que
correspon al 28% en el cas dels homes i un 42% en el cas de les dones.

Tanmateix, la combinacio de diferents tipus de teixits dins d'un mateix tumor és
molt freqlient en els cancers de pulmg, i per tant els metges van decidir dividir
els tipus de cancer de pulmé en dos grups, segons l'aspecte que presenten al
microscopi les cél-lules afectades. Existeixen el cancer de pulmé microcitic, de

cél-lula petita, i el cancer de pulmd no microcitic, de cél-lula no petita.

El cancer de pulmé microcitic, en anglés small cell lung cancer (SCLC),
representa entre el 12% i el 17% dels tumors malignes diagnosticats als
pulmons. Es caracteritza per un tipus de ceél-lules més petites, amb forma de
flocs de civada. L'SCLC tendeix a apareixer a les vies respiratories més grans
com els bronquis primaris i secundaris i, tot i ser més sensible a la
guimioterapia que els tumors no microcitics, presenta un pitjor diagnostic a
causa de la facilitat amb la que forma metastasis cap a la resta del cos. Sense
cap mena de tractament, la seva supervivéncia és de dos a quatre mesos de
vida des del moment del diagnostic.

El seu tractament sovint combina la quimioterapia amb la radioterapia, i segons
I'American Cancer Society (ACS), en els tumors localitzats sense afectacio als
ganglis limfatics la seva supervivéncia al cap de cinc anys és del 29%. La
poliquimioterapia® ha millorat clarament els resultats i amb un index de
respostes globals de 80-90%. Els pacients amb la malaltia només ubicada al
torax se n'ha incrementat la supervivencia fins als 12-20 mesos, i aquells els
quals ja han produit metastasi compten amb una mitjana de supervivencia de
7-11 mesos.

La taxa de supervivencia a cinc anys del SCLC segons la ACS és del 6%.

15 Medicaments quimioterapics administrats conjuntament per tal de reduir la dosi individual de
cadascun i augmentar 1’eficacia d’aquests.
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El cancer de pulmé no microcitic és el tipus de cancer sobre el qual es basara
el treball de camp d'aquest projecte. En anglés es denomina non-small cell lung
cancer (NSCLC), i representa l'altre 85% dels diagnostics de cancers de pulmoé.
Els tumors de NSCLC generalment el conformen dos tipus histologics: el
carcinoma escamos i 'adenocarcinoma.

En general sén tumors amb un tipus de cél-lules més grans, també de
creixement rapid i amb un pronostic majoritariament millor que el microcitic tot i
gue depén molt de cada cas concret.

Es sol tractar amb cirurgia extirpant el tumor en la seva totalitat si es
diagnostica precocment. Tanmateix, si el tumor ja esta molt desenvolupat la
cirurgia pot endarrerir-se fins després de dur a terme diverses sessions de
guimioterapia i radioterapia per reduir-ne la mida, o directament no realitzar-se
I seguir per altres vies de tractament.

La taxa de supervivencia a cinc anys del NSCLC és del 23%, en comparacio

amb el 6% del cancer de pulmé microcitic.
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2. Cancer de pulmo no microcitic

El cancer de pulmé no microcitic es classifica en dos subtipus principals,
I'adenocarcinoma i el carcinoma de cél-lula escamosa. Existeixen més tipus de
cancers de pulmé no microcitic perdo ens centrem en aguests dos perqué sén

els més frequents.

L'adenocarcinoma és el cancer que es forma a les ceél-lules glandulars dels
pulmons. Es forma a partir de versions de ceél-lules immadures que en
circumstancies normals estarien secretant moc. Sol originar-se als alveols
periférics dels pulmons i és de creixement lent. El 40% dels cancers de pulmo
sén d'aquest tipus. Es més comu en dones que en homes, i és molt més
freqient en persones que no han fumat mai que en fumadores. Tanmateix,
aguestes també compten amb un index bastant alt d’'incidéncia segons la ACS.
Aquesta diferencia és produida basicament a causa de que els cancer produits
per fum de tabac tendeixen a ser carcinomes escamosos.

El descobriment de mutacions recurrents en el gen EGFR (Epidermal Growth
Factor Receptor), que desenvolupa un paper molt important en l'inici de la
divisi6 cel-lular, esta permetent trobar nous medicaments contra
'adenocarcinoma. Es diferencien de la quimioterapia en qué aquesta ataca a
totes les cél-lules que es divideixen rapidament, en canvi aquests nous farmacs
gue es desenvolupen anomenats anti-EGFR o inhibidors de EGFR, només
afecten majoritariament a les cél-lules amb alteracions en aquest gen en

concret.

El carcinoma escamds, format en les cél-lules de recobriment dels pulmons,
s’inicia normalment als bronquis i no s’estén tan rapidament com ho fan els
altres subtipus. Es el segon subtipus de cancer de pulmé no microcitic més
comu. No obstant, la seva incidéencia arreu del moén ha decaigut molt a causa
de la disminucié del consum de tabac i el canvi de composicié dels cigarrets,

gue comencen a afavorir més a l'adenocarcinoma.
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Cada any, segons un article’® de la revista Nature, el carcinoma escamods
provoca la mort de 400.000 persones.
El tractament d'aquest tipus de cancer no ha variat gaire en les ultimes dues

decades, i es segueix tractant a base de quimioterapia i radioterapia.

Per tal de poder classificar els diferents tipus de tumors de manera que no facin
referencia al tipus de teixit, al seu lloc d’origen, o I'aspecte de les ceél-lules, es fa
servir el metode d’estadiatge de la TNM, que proporciona informacié sobre
I'estat de la malaltia.

La lletra T indica la mida del tumor, la N si hi ha noduls afectats, és a dir, si ja
ha envait els ganglis limfatics, i la M fa referencia a la presencia de metastasi.
La Figura 6 fa una descripcio detallada de totes les caracteristiques utilitzades
a I'hora de calcular I'estadiatge d’'un pacient mentre que la Figura 7 s’ocupa de
relacionar els tres factors implicats i de calcular I'estadi del pacient.

16 «Comprehensive genomic characterization of squamous cell lung cancers» (09-09-2012)
Realitzat per la xarxa d'institucions anomenada The Cancer Genome Atlas Research Network
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T: Tumor Primario

T

T0

Tis

T1
T1a(mi)
Tla
Tib
Tlc

T2

T2b
T3
T4

Tamafo tumoral no evaluable o tumor demostrado mediante presencia de células malignas en esputo o
lavados bronguiales pero no visible mediante técnicas de imagen.
Sin evidencias de tumor primario.

Carcinoma in situ.

Tumor de £3cm en su dimensién mayor rodeado de pleura visceral o tejido pulmonar sin evidencia
broncoscopica de invasion proximas mas alld del bronguio lobar.
Adenocarcinoma minimamente invasivo.

Tumeor £lcm en |a dimension mayor.
Tumor >1cm pero <2cm en la dimension mayor.
Tumor >2cm pero <3cm en la dimensién mayor.

Tumor >3cm pero <5cm o con alguna de |as siguientes caracteristicas :
- Afecta al bronquio principal sin afectar a la carina.
- Invasion de la pleura visceral,

- Asociado con atelectasis o pneumonitis obstructiva extensiva hasta la region hiliar, afectando a

parte o la totalidad del pulmaén.
Tumor >3cm pero <4cm en la dimension mayor.

Tumor >4cm pero <5cm en la dimension mayor.

Tumeor >5cm pero =7cm en la dimension mayor o con presencia de disntintos nodulos tumorales en el
mismo lobulo o con afectacién de pared toracica, nervio frénico o pericardio parietal.

Tumar >7cm o con presencia de nodulos tumorales en |6bulos ipsilaterales o con afectacion de diafragma,
mediastino, corazon, grandes vasos, traguea, nervio laringeo recurrente, eséfago, vertebra o carina.

N: Afectacion linfatica regional

Nx
NO
N1
N2
N3

Ganglios linfaticos no evaluables

Ausencia de metastasis en los ganglios linfaticos

Metdstasis en ganglios peribronquiales ipsilaterales y/o hiliares ipsilaterales y intrapulmonares, incluidos
aquellos por extensidn directa del tumor.

Metastasis en ganglios mediastinicos ipsilaterales o subcarinales.

Metdsatasis en ganglios mediastinicos contralaterales, hiliares contralaterales, escalenos ipsilaterales o
contralaterales o supraclaviculares.

M: Metastasis a distancia

MO

M1
M1la
M1b
M1lc

Ausencia de metastasis a distancia.

Presencia de metastasis a distancia.

Nédulos tumorales separados en I6bulo contralateral, tumor con nddulos pleurales o pericdrdicos, o con
efusion maligna pleural o de pericardio.

Metastasis extratoracica Unica.

Metdstasis extratoracica multiple,

Figura 6: Descripcié de tots els conceptes utilitzats durant l'estadiatge del cancer de pulmé
segons la IASLC en la 8° edici6 del TNM. Font: Adaptacié de ’article: «Proposals for
Revision of the TNM Stage Groupings in the Forthcoming (Eight) Edition of the TNM
Classification for Lung Cancer» (2016) Goldstraw P, de la revista «Journal of thoracic

oncology»
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T/M Subgrupo
T1a(mi)
Tla
Tib
Tlc
T2 T2a
T2b

T3
T4
M1 M1la-b
Milc
Tx Carcinoma oculto
Tis Estadio O

Figura 7: Classificacié dels estadis del cancer de pulmé segons la octava edicié del TNM (IASLC).
Font: Adaptacié de I’article: «Proposals for Revision of the TNM Stage Groupings in the Forthcoming
(Eight) Edition of the TNM Classification for Lung Cancer» (2016) Goldstraw P, de la revista «Journal
of thoracic oncology»

El sistema d’estadiatge dels cancers permet classificar tots els tumors que es
diagnostiquen i al mateix temps donar informacié sobre cada cas concret. Per
exemple, sempre que es parli d’'un estadi /la de cancer de pulmo, es tractara
d’un tumor d’entre quatre i cinc centimetres sense afectacié als ganglis limfatics
proxims, independentment del tipus histologic del qual es tracti o el lloc dels
pulmons on estigui ubicat.

Aquest sistema permet ajudar als professionals a decidir quines vies de
tractament es seguiran.

Es consideren casos potencialment quirdrgics fins a I'estadi /lla i a partir de
llavors es consideren inoperables. Davant d'aquestes circumstancies es
busquen altres vies de tractament o, en cas de que el pacient es trobi en un
estat molt greu, s’apliquen cures pal-liatives per eliminar el dolor i deixar que la

malaltia segueixi el seu curs amb la maxima qualitat de vida possible.
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3. EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)

Durant I'etapa de laboratori d’aquest treball s’ha estudiat el DNA del gen EGFR
en busca de mutacions que afectin la seva funcié normal i per tant puguin ser
rellevants en el procés de tumorogenesist’. Més concretament s’han estudiat
els exons 19, 20 i 21, que corresponen al domini catalitic de la proteina
(Figura 8), on es sol concentrar un major nombre de mutacions. Per aquesta

rao es prioritza I'estudi d’aquests exons en concret envers altres.

Extracellular
domain

[ W_Ligand-bmding
EGFR variant 11| del pocket
(del exons 2-7)
Squamous-cell
carcinoma

-
Transmem brape S
= domain A =
Intracellular
domain
Exon 19 del

Adenaocarcinoma

- ATP-binding pocket
Catalytic -
domain \T?‘}DM

Adenocarcinoma

LBSER (exon 21 del)
Adenocarcinoma

[.\_P‘_,)—Fhssp'nory:ation

Figura 8: Estructura de la proteina transmembranosa codificada
pel gen EGFR. Font: Article "Molecular origins of cancer. Lung
cancer" de la revista The New England Journal of Medicine.

En el gens que codifiqguen proteines els exons son els que contenen la
informacié per a produir-les. En els eucariotes® els exons estan separats per
regions llargues de DNA no codificant que reben el nom d’introns. Després de
la transcripcio!® de 'RNA missatger, aquest pateix una maduracié on, entre

d'altres, es tallen i s’eliminen els introns.

—_

7 Formaci6 de tumors.
18 Essers vius on la informacié genética esta dins al nucli.
19 Procés on la informaci6 del DNA passa a RNA per a poder sintetitzar la proteina.
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L'estudi s’ha fet en mostres reals de teixit tumoral de pacients amb
adenocarcinomes de NSCLC obtingudes durant biopsies per mitja de reseccio
quirdrgica. S’ha treballat amb pacients en estadis inicials (I, Il i llla) els quals
com a primera opci6 terapéutica, sempre que I'estat del pacient ho permeti, es

tracten amb cirurgia.

El gen EGFR codifica per una proteina transmembranosa que, en preséencia del
seu lligand, s’ajunta amb una segona proteina EGFR i es produeix un dimer. Al
formar-se aquest dimer les dues proteines canvien de forma i amb ajut de
molécules d’ATP produeixen una fosforilacié al citoplasma de la ceél-lula.
Aguesta fosforilacié dona lloc a I'activacié d’'una via metabolica?® (Figura 9) que
té com a resultat I'activacio de la transcripcié de diferents gens relacionats amb
diferents activitats cel-lulars: activacié de la proliferacio, resisténcia a I'apoptosi,
etc.

Aquest procés es troba molt regulat en condicions normals i és totalment
depenent de la preséncia del lligand. Ara bé, quan el gen EGFR es muta,
aguesta via s’activa de forma constitutiva, independentment de la presencia o
abséncia del lligand. La via es troba activa de forma constant promovent
efectes oncogénics. Quan aquest gen es muta, poden observar-se tres
situacions diferents. Si esta mutat a 'altura de la part de la proteina que esta
ubicada fora de la membrana plasmatica, es produeixen dimers de proteines
sense la preséncia del lligand i per tant provoca la fosforilacié i la consequent
divisio cel-lular. Si la mutacio es troba a la zona que queda dins la membrana
plasmatica, passaria exactament el mateix. En canvi, si la mutaci6 queda
ubicada a la zona de dins de la cél-lula, es podria produir el cas de que la
proteina EGFR produis fosforilacié sense necessitat d’ajuntar-se amb cap altra

proteina homologa.

20 Una série de reaccions en cadena que acaben donant un o més resultats.
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Figura 9: Representacié de la via metabolica que activa el gen EGFR al formar-se un
dimer de dues proteines idéntiques. Font: Article "Molecular origins of cancer. Lung
cancer" de la revista The New England Journal of Medicine.

L'adenocarcinoma és el tipus histologic que concentra més tipus de mutacions
en aquest gen i gracies a la recerca actual s’han descobert diferents farmacs
per tractar pacients amb aquest tipus de cancer que siguin portadors d’aquest
tipus de mutacions. En el cas del carcinoma escamds, a part de que les
mutacions en EGFR s6n molt menys frequents, al incorporar aquest farmac al
pla de medicacio es produeixen sagnats massius que poden derivar en la mort
del pacient. Es per aquesta raé que no es tracten mai aquests pacients amb
inhibidors de EGFR.

En general, els farmacs desenvolupats (Figura 10) tracten d’impedir que les
dues proteines EGFR formin cap dimer, i aixi impedir la divisio de la cél-lula

cancerosa.
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Anti-EGFR drugs in mCRC and NSCLC reatment

Drug name Type Target specificity
Cetuximab Chimeric mAb EGFR ECD
Panitumumab Humanized mAb EGFR ECD, included EGFR 5492R mutated (resistant to cetuximab)

Oligoclonal, mixturs of two recombinant EGFR ECD, including mutations of the EGFR; directed against non-overlapping epitopes

SYMO04 o
chimeric mAbs of the EGFR
X 2 EGFR ECD, including mutations of the EGFR, directed towards three different. non-
MM151 Oligeclonal, mixture of three mAbs : . :
overlapping epitopes of the EGFR
Gefitinib Rewersible TKI EGFR intracelluar domain with activating mutations
Erlotinib Rewversible TKI EGFR intracellular domain activating mutations
Afatinib Irreversible TKI Pan-HER intraczllular domain
Ozimertinib Irreversible TK| EGFR intracellular domain with activating mutstions and T790M mutation

* ECD, extracellular domain; EGFR, epidermal growth factor receptor; mAb, monocional antibody; mCRC, metastatic colorectal cancer; NSCLC,
non-small-cell lung cancer; TKl, tyrosine kinase inhibitor.

Figura 10: Llista de inhibidors de EGFR. Font: Article «Therapeutic value of EGFR inhibition in
CRC and NSCLC: 15 years of clinical evidence» (2016) Troiani T, ESMOQpen

El que anomenem mutacions s6n una série de modificacions que alteren el
DNA. Aquestes mutacions generalment es poden classificar en tres grans
grups: les mutacions geniques, que alteren la sequencia de nucleotids del gen;
les mutacions cromosomiques, que alteren la sequéncia de gens dins un
cromosoma; i les mutacions genomiques, que afecten al nombre de
cromosomes.

Nosaltres només estudiarem les mutacions geniques, i aquestes es poden

resumir en les seguents (Figura 11):

| | wmumpA |

SUBSTITUCIO GCATCCTA --> GTGTCCTA
INVERSIO ATGATTCGTCA --> ATGATGCTCA
) AGGTACCAT ACCGGTAT
TRANSLOCACIO TCCATGGTA --> TTGGCCATA
INSERCIO GCA*TACCG --> GCATTCATACCG
DELECIO CACTAGGCATC --> CACT*ATC

Figura 11: Tipus de mutacions géniques.
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4. Deteccié de mutacions en el gen EGFR en teixit

tumoral huma

4.1. Disseny experimental

Per tal de comprovar la hipotesi i descobrir si els 46 pacients dels quals en
disposem mostres de teixit tumoral pateixen una mutacié en el gen EGFR en
els exons 19, 20 o 21, s’ha de dur a terme una analisis de la seqiéncia
obtinguda de DNA de cada mostra i comparar el resultat amb la mostra patro,
estandard, obtinguda del projecte Genoma Huma (Sequéncia de DNA normal).

Per poder dur a terme aquesta analisis, cal fer un procés previ que consta de
I'extraccié de DNA de les mostres de teixit, seguida de la seva quantificacio, fer
una reaccié de PCR per amplificar 'exd que ens interessa, comprovar que
'amplificacié del gen ha sigut correcta i, finalment, la purificaci6 del DNA.
Després de realitzar tots aquests processos, la mostra es pot enviar al servei
de seguenciacié?! on es realitza pel métode Sanger. Un cop obtinguts els
resultats, cal analitzar manualment I'existéencia de mutacions comparant la

sequéncia de nucleotids obtinguda amb la seqliencia estandard.

La variable independent d’aquest projecte, ja que tot el que s’ha analitzat han
sigut teixits tumorals, correspon a I'exd analitzat en cada experiment. La
variable dependent, també qualitativa, és I'existencia o no d’'una mutacié en el
gen de cada mostra en particular.

El grup control, sequienciant una mostra de teixit sa de cada pacient, no s’ha
fet, tot i que en autentics estudis genetics s’hauria de fer la comparacio de les
sequeéncia del teixit tumoral amb una de teixit sa de la mateixa persona. No s’ha

dut a terme per simples raons economiques i de temps.

Un altre aspecte important és el control de la resta de variables. En els
experiments no hem hagut de tenir-ne massa cura per unes quantes raons:
cada mostra era Unica i es comparava amb una sequéncia patrg, i no amb una

mostra del mateix pacient fet que comportaria molta més precisié per evitar
21 Procés d’analisi de la segiiéncia de nucleotids d’una cadena de DNA o RNA.
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errors humans; tots els experiments s’han realitzat a dins el mateix laboratori i
seguint una rutina per tant es descarten moltes variables com serien la
temperatura, el temps a la nevera de cada mostra, etc; i finalment sempre s’ha
treballat amb guants i bata, procurant mantenir 'ambient el maxim d’esteéril
possible.

A més, les condicions de temperatura de la PCR s6n especifiques per a cada
exo pero iguals en totes les mostres. Es a dir, totes les mostres enviades a
sequenciar I'exd 21 van passar per les mateixes condicions de temperatura,
perd en canvi aquestes condicions son lleugerament diferents de les que es

necessiten perqué I'exé 19 s’amplifiqui.

4.2. Extraccié de DNA de teixit tumoral pulmonar huma
El material utilitzat és el seglent: porexpan amb gel, placa de petri, mostra de
teixit tumoral, pinces, etanol 70%, bisturi, kit de Qiagen (Figura 12) (Buffer
AW1, Buffer AW2, Buffer AL, Buffer ATL, Buffer AE i Proteinassa K),
micropipetes de 1000, 100 i 10uL, puntes de 1000, 100 i 10uL per les
micropipetes, gradeta, dos tubs Eppendorf de 1,5 ml, una columna, vortex,

bany termostatic, espectrofotometre i una microcentrifuga.

Per dur a terme I'extraccié primerament s’han d’anar a buscar les mostres al
congelador de -80°C. Per fer-ho, disposarem d’un recipient de porexpan amb
gel a dins, i una placa de Petri a mode de safata per la mostra. Els teixits s’han
de manipular amb compte i per tant s’han d’esterilitzar unes pinces amb etanol i
llavors disposar un trosset d’aproximadament 25mg de teixit a sobre una placa
de Petri.

El procés d’extraccié es fa seguint un protocol especific (veure annex 1). En
primer lloc s’ha de triturar la mostra al maxim amb el bisturi afegint 180uL de
Buffer ATL, que ajuda a aconseguir la lisis cel-lular?. El resultat sera una
espécie de gel amb aspecte homogeni que passarem a dins d'un tub Eppendorf

22 Totes les membranes de la cél-lula es trenquen i el DNA surt del nucli.
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de 1,5ml mentre hi afegim 20uL de Proteinassa K, un enzim que trenca les
proteines de membrana i per tant ajuda a aconseguir la lisis. Seguidament,
s'han d'aplicar una série de rentats al DNA seguint el protocol per tal
d'aconseguir extreure'n la maxima quantitat possible i aconseguir el DNA de la
mostra el més pur possible, és a dir, sense proteines i sense altres acids
nucleics, com 'RNA.

Figura 12: Kit de Qiagen. Font: Qiagen

El seguent pas d'aquest procediment és la quantificacio del DNA, que serveix
per comprovar tant si I'extraccio feta €s correcta com per saber si esta en una
concentraci0 adequada per treballar. La mostra es quantifica amb un
espectofotometre (Figura 13). Aquest aparell precisa que es calibri amb
anterioritat amb el mateix producte amb el que el DNA esta dissolt, fer-ne el
gue anomenem el blanc. L'espectofotometre funciona de la segliient manera: fa
incidir sobre les molécules de DNA una llum amb una longitud d'ona especifica
les quals I'absorbeixen. EI DNA té una absorbancia maxima de 260 nanometres
i, calculant la quantitat de Illum que s'absorbeix, es pot determinar la

concentracio de DNA de la mostra en nanograms/microlitre (Figura 14).
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Figura 14: Corba d'absorbancia, puresa i resultat de la

NanoDrop ND-1000. Model quantificacié
utilitzat durant ’estudi.

Figura 13: Espectofotometre

A més, aquest aparell també mesura la puresa de la mostra. Aquest es mesura
per mitja de dues ratios?3: la 260/280 i la 260/230. Les dues indiquen el grau de
puresa del DNA.

La primera indica que el DNA és pur quan el seu valor esta entre 1,8 i 2,0. En
cas que el valor fos inferior, indicaria que hi ha substancies residuals que
absorbeixen la llum de 280nm.

La segona ratio funciona de la mateixa manera pero els seus valors normals
estan entre 2,01 2,2. En el cas que sortis inferior significaria que hi ha residus
gue absorbeixen la llum de 230nm.

Aixi que el grau de puresa d’ambdues ratios per poder treballar amb les

mostres ha de ser proper a 2,0.

Un dels problemes amb els que ens varem trobar va ser que en dues mostres
la concentraci6 de DNA era inferior a 100ng/uL, i per tant era necessari
concentrar-la ja que no hi hauria suficient quantitat de DNA per amplificar la
mostra. En aquests casos, la ratio de 230/260 podia quedar modificada i sortir
molt baixa en la requantificacié després de concentrar el DNA perd no hi havia

manera d'evitar-ho.

23 Relaci6 quantificada entre dues magnituds que n’indica la seva proporcio.
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4.3. PCR d'amplificacié

PCR son les sigles angleses de la reaccido de Polymerase Chain Reaction,
reaccio en cadena de la DNA-polimerasa. Es tracta d'una técnica de biologia
molecular que permet obtenir un gran nombre de copies idéntiques d'un mateix
fragment de material genétic. Serveix per facilitar tots els analisis que s'han de
dur a terme ja que fa més facil identificar amb una molt alta probabilitat d’encert
les mutacions que es busquen.

En el nostre cas, l'utilitzem per amplificar els exons 19, 20 o 21, depenent del

gue ens interessa a cada moment.

Es una técnica basada en les propietats de la DNA-polimerasa, un dels enzims
principals que s'encarrega de dur a terme la replicacié del DNA de les nostres
cel-lules.

Per tal que funcioni correctament, I'enzim ha de tenir disponible totes les
substancies necessaries i s'aconsegueix afegint a la mostra una MasterMix?*
composta per tots els productes i reactius necessaris del Kit TaKaRa LA Tag.
Els components del kit sén els dNTP (nucleotids lliures), LA Buffer, que manté
el pH constant, els Primers? tan Forward com Reverse que s'enganxen a la
cadena de DNA i serveixen d'inici per tal de que la DNA-polimerasa allargui la
nova cadena, una soluci6 de MgCl2, que permet un medi optim pel
funcionament dels Primers, la DNA-polimerasa que en el nostre cas és la
Takara LA, i finalment aigua destil-lada.

Les proporcions per una sola mostra son les segiients (Figures 15 i 16). Es
necessari multiplicar cada component pel nombre de mostres que s’analitzen
tenint sempre en compte que també s’ha de realitzar un grup control amb la
mateixa MasterMix per assegurar-nos que la PCR amplifica el fragment

correcte.

24 Soluci6 amb tots els reactius necessaris per la reaccio.
25 Petits segments de nucleotids que serveixen d'inici de la nova cadena que sintetitzara la DNA-
polimerasa.
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PCR MM EGFR 19 PCRMM EGFR20i 21
x1 x1
dNTP 2,5 dNTP 2,5
La Buffer 1 La Buffer 1
MgCl 0,8 MgCI 1
Takara Taq 0,1 Takara Taq 0,1
P.Fwd 0,7 P.Fwd 1
P.Rev 0,7 P.Rev 1
H20 8 H20 1,4
Figura 15: Recepta per la Figura 16: Recepta per la
MasterMix de I'exd 19 de MasterMix dels exons 20 i
I'EGFR 21 de 'EGFR

La mescla de 2uL de mostra i 8uL de MasterMix es col-loca en un dels pous
d'una placa de 96 microtubs, la qual es centrifuga i seguidament es deixa a
dins la maquina encarregada de propiciar les condicions de temperatura

optimes perqué es produeixi la reaccid, el termociclador.

La PCR d'amplificacié permet obtenir copies d'un fragment de DNA a partir d'un
minim original, pero per fer-ho primer s'ha de desnaturalitzar la doble hélix per
tal que els enzims actuin. Aixi doncs, la reaccio funciona per cicles d'altes i
baixes temperatures que permeten desfer la doble cadena, que s’uneixin els
Primers, allargar les cadenes per mitja de la DNA-polimerasa, i tornar a ajuntar
les cadenes per formar molécules de DNA. Tots aquests passos conformen un
cicle, que es va repetint successivament tantes vegades com sigui necessari
(Figura 17).

Les meves reaccions solen estar conformades per 35 cicles, i el temps final de
la reacci6 és d'aproximadament una hora. Un cop acabada, per tal de
conservar correctament el DNA s’ha de guardar en una nevera a 4°C.

Les condicions de temperatura dels exons 20 i 21 eren les mateixes, pero per
I'exd 19 variaven. En cada cas calia ajustar quin programa (Figural8) havia de

seguir el termociclador.
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Bl pboe Exemple de condicions de PCR

' Procés Temperatura Temps

S e\ 94 Desnaturalitzacié inicial 949C 30
e o’ -
[P 1 35 cicles 652C 305
Unian de los oligos 33°C 729(: 30 S

B “ B ' s Extensio final 75¢C 5 min

o T Emmagatzament 49C Mantenir

Figura 17: Diferents fases de la reaccio PCR. Fi 18 dicions d cle d
Font: Padro E. 2010. igura 18: Condicions de temperatura per un cicle de

la reaccio PCR

4.4. Electroforesi en gel d'agarosa

Tenint en compte que enviar mostres a sequenciar és car, abans d'enviar-les
cal verificar que la PCR ha sortit correctament, i s'ha amplificat el fragment de
DNA que ens interessa. Per fer-ho utilitzem una técnica habitual als laboratoris
clinics, l'electroforesi.

L'electroforesi en gel d'agarosa €s una tecnica amb un alt potencial de
separacié de molecules i es basa en la mida, la forma i la carrega de les
molécules de la mostra. Quan s’aplica un camp eléctric a un material porés
com és el gel, el DNA, que esta carregat negativament, migra gradualment cap
al pol positiu. Durant la preparaci6 del gel es tenyeix amb un colorant sensible a

la llum ultraviolada que permet observar el resultat de la migracio.

Els exons del gen EGFR tenen un pes molecular concret i per tant amb I'ajuda
d’'un patr6 de bandes obtingut de marcadors comercials que es fa correr al gel
juntament amb les mostres es pot saber si el fragment de DNA que ens

interessa s’ha amplificat correctament

La preparacio del gel es fa seguint un protocol que en el nostre cas no teniem

escrit i que vam haver de memoritzar.
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En primer lloc s’han de pesar 0,30g d'agarosa en pols, amb l'ajuda d'una
balanca, una pipeta pasteur tallada i paper dalumini. En un matras s'hi
aboquen els 0,30g d'agarosa juntament amb 30ml del tampd d'electroforesi
TBE al 10%, que també serveix per mantenir el pH constant. A continuacio
s'escalfa la solucié en un microones fins que comencga a bullir i llavors es treu i
es deixa refredar deu segons. Aixi successivament fins que s'aconsegueix una
solucio d'agarosa amb TBE a I'1% completament transparent. En aquest
moment s'afegeixen 4L del tint fluorescent Red Safe.

Un temps enrere s'havia fet servir bromur d'etidi com a tint, perd ara ja no
s'utilitza perque és una substancia que s'adhereix al DNA, altament toxica, i
s'’havia de manipular amb molt de compte. Al laboratori on s’han dut a terme els
experiments hi ha una sala només per fer lelectroforesi ja que esta

contaminada pel bromur d’etidi i no es pot entrar ni treure cap material.

El suport on s'aboca el gel es segella amb cinta adhesiva i es col-loquen una o
dues pintes que serveixen com a motlle pels pous on es col-locaran les
mostres. Un cop abocada, es deixa polimeritzar?® durant 30 minuts.

Llavors, s'introdueix a la cubeta d'electroforesi, omplerta préviament amb TBE
al 10%, es carreguen les mostres al gel, 2uL de mostra mesclat amb 1uL de
(BUFFER GEL 6x), i s'hi aplica un corrent electric de 85V durant 25 minuts.

Cal anar amb compte amb el voltatge i el temps ja que si es deixa massa
estona o amb un voltatge massa alt, les mostres podrien arribar fins als pous
col-locats més avall o sortir del gel.

Els resultats de I'electroforesi s’obtenen en forma d'imatge en blanc i negre
obtingudes amb una camera de fotografiar. Les diferents linies que ens mostra
corresponen a cada mostra de DNA que hi havia carregada al gel. El patré de
bandes de l'esquerra ens serveix per mesurar quina é€s la mida de les
molecules de DNA i 'ombra de llum que hi ha per sota de les mostres son els
Primers que no han acabat de reaccionar durant la PCR, ja que sempre se’n
posa en excés (Figura 19).

26 Solidificar
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|
Figura 19: Resultats de I’electroforesi.

4.5. Purificacio del DNA
Un cop verificat que la PCR ha sortit com ens esperavem només queda acabar
de preparar les mostres per poder enviar-les a sequenciar.
Per fer-ho es necessita el kit de purificaci6 d’'DNA de QIlAgen, una columna,

tres tubs, una maquina centrifuga, el vértex i les micropipetes.

Durant aquest procediment el que s’intenta aconseguir és obtenir el DNA el
meés net possible eliminant totes les restes de primers, enzim, nucleotids, sals,
etc, que han pogut quedar de la reaccié de PCR. Tots els passos a realitzar
venen marcats per un protocol que directament facilita I'empresa QlAgen
(veure annex 2). Consisteix en una série de rentats amb Buffers i aigua
destil-lada, mentre s’hi apliquen diversos periodes de centrifugacio per separar
les moleécules de DNA de les impureses. Al final de cada centrifugacio, queda el

tub amb les impureses i el Buffer que toqués en aquell moment, i el DNA queda

retingut a la columna (Figures 20 i 21). PR Faaction COmponers

Prepare Calumn w
Add solution and spin
Bind DNA ?
Spin

-

-
Wash column
Spin o
Spin

"".
Elute ready-to-use DNA [j
Spin

-

Figura 20: Esquema
de la purificacio del
DNA. Font: Merck
KGaA.
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Figura 21: Resultat d'una centrifuga
durant la purificacié del DNA.

4.6. Procés de seqiienciacio

El procés de sequenciacié o de terminaciéo de la cadena utilitzat en aquest
projecte és el métode Sanger, desenvolupat per Sanger I'any 1975. Gracies a
la seva descoberta, es va poder sequenciar, per primera vegada, el genoma
d’un bacteri.

Es un métode semblant al de la PCR d’amplificacié, perd en aquest cas a més
d’afegir ANTPs normals s’hi afegeixen ddNTPs fluorescents. Aquest nucleotids,
a part de produir lluminiscéncia manquen d’un grup OH final, i per tant darrere
seu no es pot formar cap enllag.

Aquest fet resulta en moltes cadenes de longituds diferents acabades amb un
nucleotid fluorescent. Les mostres es fan correr a través d’'un capil-lar per
aconseguir que les cadenes arribin gradualment al detector laser en funcié de
la seva longitud. Aix0 ens permet saber l'ordre en el que estan posats els

nucleotids dins la cadena de DNA (Figura 22).
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5. Analisi de resultats i estudi de mutacions

Un cop les mostres van ésser sequenciades pel servei de sequenciacio
(empresa STAB Vida a Portugal), vam poder comparar-les amb el patré de la
sequéncia descrita de EGFR que es va poder obtenir gracies al projecte
Genoma Huma de I'any 2003. En els casos en que les mostres foren enviades
a sequenciar amb el Primer Forward, els pics representen els seguents
nucleotids: els de color vermell la timina; els de color blau la citosina; els de
color negre la guanina i els de color verd I'adenina. Si en canvi el Primer que
s’afegeix a les mostres és el Reverse, per interpretar els resultats correctament
s’ha de llegir de dreta a esquerra i invertir les bases per obtenir la sequencia
complementaria. Es a dir, si als resultats, llegint d’esquerra a dreta es troben
les lletres CTA, la cadena de DNA sera del tipus TAG.

Existeixen diversos tipus de mutacions, i cada un s’identifica d’'una manera
diferent.

Cal clarificar que quan una mostra no esta mutada, és a dir, es considera
normal, se li dona el nom de Wild Type (WT), que traduit literalment significaria
tipus salvatge. Se I'anomena aixi perqué representa que és la sequéncia que

es trobaria present a la natura.

Comencant pels canvis de bases, com que les mostres passen per un capil-lar
durant la sequienciacié del DNA, van arribant segons la seva longitud, fet que

ens dona la seqiiéncia de bases de la cadena de DNA (Figura 23).

: A\ ! ) T !
."I I ! I J L) I||, foy il | | .il lll | -

A I FaN Y FANFLN s VAN yi A A R SN B T A 0

Figura 23: Exemple de Cadena de DNA no mutada.
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Ara bé, si arriben dues mostres de la mateixa longitud perd amb nucleotids
finals diferents, significa que la maquina llegira dos pics a la mateixa posicio.
Aix0 és degut a que no totes les cél-lules del tumor tindran la mutacio, i per tant

un cop ens donin els resultats, veurem un doble pic al mateix lloc (Figura 24).

Fljgura 24: Mostra mutada.

Un cop identificat aquest doble pic, cal localitzar la posicié d’aquell nucleotid en
concret dins el gen juntament amb el cod6?’ del qual en forma part. S'introdueix
a la base de dades del COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer),
una base de dades que recull gairebé totes les mutacions genetiques amb les
gue pot comptar un tumor, el qual ens dona el nimero de referéncia en concret
d’aquella mutacié i la frequéncia amb la que es detecta, mesurat en les

vegades que una mutacio ha estat descrita.

En el cas de les delecions i addicions, el que es veu és que a partir d’'un punt,
totes els pics de les cél-lules mutades es sobreposen amb els que provenen de
la cadena normal de les cél-lules que no estan mutades. A partir d'una base
nitrogenada, es produeix el corriment dels nucleotids de les mostres amb la
mutacio, i per tant es veuen tot un seguit de dobles pics com els de la figura

27 Triplet de nucleotids que durant la sintesi de les proteines codifica per un aminoacid en concret.
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anterior. Durant els experiments malauradament no hem detectat cap mutacio

d’aquest tipus, encara que en I'exé 19 no seria estrany trobar-les.

Els resultats dels experiments realitzats al laboratori per analitzar varis exons,
en un total de 46 mostres de teixit huma, es mostren a la taula seguient
(Figura 25). on es resumeixen quines mostres estan mutades, quina mutacio
concreta tenen i en quin exo es troben. Alhora aquesta taula ha derivat en la
grafica de la Figura 26, que indica quina quantitat de mostres s’han qualificat

com a WT, i la proporcio de les mostres mutades detectades en cada exo.
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Pacient Ex6 | Canvi de nucleotid | Canvi d'aminoacid | Num. Referéncia mutacié
Pacient 15 19 G/A Glu/Lys COSM1738010/2245G>A / E749K
Pacient 22 19 A/G Asp/Gly COSM27042 / 2282A>G / D761G
Pacient 42 19 G/A Glu/Lys COSM1738010/2245G>A / E749K
Pacient 1 20 - - Mutada
Pacient 3 20 - - Mutada
Pacient 5 20 C/A Leu/lle -

Pacient 6 20 C/A Pro/Thr -

Pacient 7 20 - - Mutada

Pacient 8 20 - - Mutada

Pacient 13 20 - - Mutada

Pacient 14 20 - - Mutada

Pacient 19 20 - - Mutada

Pacient 20 20 - - Mutada

Pacient 34 20 G/A Asp/Asn COSM14068 /2308G>A / D770N

Pacient 35 20 - - Mutada

Pacient 1 21 G/A Arg/Lys COSM20893 /2522G>A / R841K

Pacient 3 21 - - Mutada

Pacient 5 21 G/A Lys/Glu 2554G>A / K852E

Pacient 6 21 A/G Lys/Arg COSM26034 / 2624A>G / K875R

Pacient 9 21 - - Mutada

Pacient 10 21 G/A Asp/Tyr 2554G>A / K852E

Pacient 11 21 G/A Arg/Lys COSM20893 / 2522G>A / R841K

Pacient 13 21 A/T Glu/Val COSM4170225 / 2597A>T / E866V
Pacient 14 21 G/A Arg/Lys COSM20893 /2522G>A / R841K

Pacient 16 21 A/T Glu/Vval COSM4170225 / 2597A>T / E866V
Pacient 17 21 G/A Lys/Tyr 2554G>A / K852E

Pacient 18 21 G/T Glu/Asp COSM219793 / 2598G>T / E866D
Pacient 19 21 G/T Glu/Asp COSM219793 / 2598G>T / E866D
Pacient 21 21 A/T Glu/Val COSM4170225 / 2597A>T / E866V
Pacient 25 21 G/A Glu/Lys COSM53291 /2485G>A / E829K

Pacient 27 21 - - Mutada

Pacient 28 21 - - Mutada

Pacient 29 21 A/T Glu/Val COSM4170225 / 2597A>T / E866V
Pacient 31 21 - - Mutada

Pacient 32 21 - - Mutada

Pacient 33 21 - - Mutada

Pacient 34 21 - - Mutada

Pacient 35 21 - - Mutada

Pacient 37 21 - - Mutada

Pacient 38 21 - - Mutada

Pacient 39 21 A/T Glu/Vval COSM4170225 / 2597A>T / E866V
Pacient 41 21 - - Mutada

Pacient 42 21 - - Mutada

Pacient 43 21 - - Mutada

Pacient 45 21 - - Mutada

Pacient 46 21 A/T Glu/Vval COSM4170225 / 2597A>T / E866V

Figura 25: Taula de resultats de les analisis dels exons

Cal aclarir que un cop es detecta una mutacié en un dels exons ja no se

n'analitza cap altre exd. Es a dir, una mostra mutada en I'exé 21 ja no sera
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analitzada en cap altre exo.

40
35
30
25
20
15

10

0
WT

Figura 26: Distribucié de les mostres segons si sén WT o si estan mutades en algun dels

gens.

26

Mutades

Exd 21
W Exé 20
M Exo 19
mWT

Es va comencar analitzant I'exd 21, detectant quines mostres estaven mutades.

De les mostres WT de I'exd 21 se’n va analitzar I'exdé 20 i, al seu torn, les

mostres WT del 20 van ser analitzades en I'ex6 19.

Les mostres considerades mutades pero que no compten amb cap namero de

referéncia no s’han pogut analitzar bé ja que apareixien de la segiient manera

(Figura 27) i no ha estat possible donar-les com a WT. Sent aixi, en un estudi

real s’hauria de repetir la seqlenciacio una altra vegada i tornar a interpretar

els resultats.
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Figura 27: Seqiiéncia "bruta".
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En un general, on s’haurien de concentrar el major nombre de mutacions seria
a I'ex6 19, i no al 21, pero al fer 'analisi amb un volum tan petit de mostres les

proporcions queden alterades.

Com en tot treball de camp, durant el procés han anat sorgint una serie de
complicacions, gairebé totes al realitzar les reaccions de PCR.

Als primers experiments, els exons 18 i 19 no s’amplificaven, i per tant les
mostres no servien. Al voler estalviar temps es varen passar a utilitzar
directament els exons 20 i 21, pero aquests tenien un problema a la recepta de
la MasterMix. Per sort, la soluci6é va ser canviar la concentracié dels Primers i
augmentar-la deu vegades.

Més endavant, quan va ser el torn de preparar les reaccions per sequenciar
'ex6 19, vam provar amb la mateixa solucié i augmentar la concentracio de
Primers pero no va funcionar, i a sobre les mostres van sortir contaminades.
Per eliminar aguesta contaminacio va ser necessari dur a terme una neteja
amb lleixiu i etanol de tot el material (micropipetes, caixes de puntes, campana
extractora i gradeta) i llavors realitzar quatre reaccions de prova cadascuna
amb una recepta de MasterMix diferent. Es buscava trobar una concentracio
adient de clorur de magnesi (MgCl.) i de Primer tan Forward com Reverse.

A més, es va retocar una condicié de temperatura d’'una de les fases del cicle
de PCR per augmentar I'especificitat dels Primers i aixi que no amplifiquessin
la contaminacié que pogués haver-hi encara.

Un cop va sortit tot bé dues vegades seguides, es va poder comencar a
treballar amb I'exo 19.

Resumint, el que més problemes ha donat han sigut les reaccions de PCR,
basicament perqué son procediments llargs i pels quals fa falta preparar unes

guantes mescles.
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6. Conclusio

La hipotesi s’ha confirmat i un nombre important de pacients amb cancer de
pulmé no microcitic havien estat afectats per una mutacié en el gen EGFR.
Malauradament totes les mutacions que s’han trobat son per canvi de base, i

no hem pogut veure cap addicio ni delecio.

S’han detectat 22 mutacions en pacients que, sumant-hi les mostres
considerades mutades perqué no podien ser analitzades correctament, fan un
total de 37 mostres mutades.

Malauradament, no s’ha disposat de prou temps per analitzar els quatre exons
gue s’havien plantejat en un principi (18, 19, 20 i 21). Si s’acabés l'analisi,
potser algun dels nou pacients encara considerats WT es trobaria mutat.
Aquest estudi ha servit per, en els casos on els pacients tenen mutacions molt

clares, aportar informacio i donar una mica més de llum al seu diagnostic.

La importancia de comprovar l'existencia d’'una mutacié en el gen EGFR en
adenocarcinomes rau en la possibilitat de, si el pacient pateix una mutacio,
oferir-li un pla de medicaci6 més personalitzat i més adient al seu tumor.
Segons dades del National Cancer Institute (NCI), aquesta millora en el
diagnostic i el tractament ha estat la causa que en els ultims anys els pacients
amb adenocarcinomes mutats de EGFR tinguin un millor prondstic a tres anys
gue els no mutats. Per poc que pugui semblar, un simple canvi de base en la

immensitat que és el DNA, pot marcar la diferéncia.

Personalment crec que encara ens queda un moén per arribar a entendre una
malaltia tan complexa com és el cancer pero estic molt content d’aportar el meu
petit granet de sorra per poder avancar cap a un futur millor.

Realitzar aquest projecte al costat d’'un equip que et dona tan suport i et recolza

tantissim sempre és un gust i he gaudit moltissim de tot el treball.
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Extraccion de DNA con el kit de Qiagen (Tejido)

Advertencias:

- Sl S o

Confirmar gue tenemos todo el material y reactivos gue noshagan falta para el experimento.
Avizar para pedir material o reactivos en el cazo de gue gquede poco de ellos.

Tener la poyata siempre cubierta con un papel absorbente.

U=ar siempre guantes

Trabajar en campana en caso de utilizar reactivos toxicos.

Cerrar el contenedor de desperdicios cuando estelleno y substituirko por otro nuevo.

Apagar y devohlver todo a su sitio al finalizar.

Antes de empezar:

Encender gl termaoblock a 56°C para que sevaya calentando.

Poner a calentar 1mL de Buffer AE.

Afadir Etanol 100% (Ethanol Absolute Pure, PanReac AppliChem) al Buffer AW 1y al AW?2 cuando
estrenamos el kit para que este a |a concentracion adecuada y marcarloen el pote.

Partir de un trozo de tejido =25meg, triturarlo al maximo con bisturi e ir afiadiendo 1B80pL de Buffer
ATLvigilando de no generar demasiadas burbujas.

Centrifugar a 2.000rpm durante 5 minutos.

Protocolo:

Wom o m n oh pa e

[ I e
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23.
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Pipetear el lisadoy pasarlo a un tubo de 1.5mL.
Afadir 20l de Proteinasa K.
Afiadir 200l de Buffer AL

Realizar unvortex de 15 segundos.

Incubar a 56°C durante minimo 15 minutos (5 hace falta, dejarlotoda la noche).
Centrifugar a 1200000 rpm durante 30 segundos.

Afiadir 200l de Etanol del 100%.

Realizar unvortex de 15 segundos.

Centrifugar a 10.000rpm durante 30 segundos.

Mezclar mediante la pipeta con cuidado.

Pasarla mezcla a una columna.

Centrifugar a 8.000 rpm durante 1 minuto.

. Descartar el liguido o cambiar la columna de tubo.

Afiadir 500l de Buffer AW1.

Centrifugar a 8.000 rpm durante 1 minuto.

Descartar el liguido o cambiar la columna de tubo.

Afadir 500)LL de Buffer AW2.

Centrifugar a 14.000 rpm durante 3 minuwtos.

Descartar el liguido o cambiar la columna de tubo.

Centrifugar a maxima velocidad durante 1 minutocon la columna vacia.
Pasarla columna a un eppendort de 1.5mlL previamente rotulado con el nombre de la muestra y
fecha de la extraccicn.

Afadir 7T0pLa 100pL de Buffer AE previamente calentado al bafio.
Esperar 10 minutos a T°C ambiente.

Centrifugar a 8.000 rpm durante 1 minuto.

Cuantificar con el NanoDrop y rotular la concentracian en el eppendorf.

Guardar en el congelador de -20°C.



Annex 2

QIAquick PCR Purification Kit Protocol

using a microcentrifuge

This protocol is designed to purify single- or doublestranded DNA fragments from PCR
and other enzymatic reactions (see page 8). For cleanup of other enzymatic reactions,
follow the protocol as described for PCR samples or use the MinElute Reaction Cleanup
Kit. Fragments ranging from 100 bp to 10 kb are purified from primers, nucleotides, poly-
merases, and salts using QlAquick spin columns in @ microcentrifuge.

Important points before starting

B Add ethanol (?6-100%) to Buffer PE before use (see bottle label for volume).

B Al centrifugation steps are carried out at 17,900 x g (13,000 rpm) in @
conventional tabletop microcentrifuge at room temperature.

B Add 1:250 volume pH indicator | to Buffer PB [i.e., add 120 pl pH indicator | to
30 ml Bufter PB or add 600 pl pH indicator | to 150 ml Buffer PB). The yellow color
of Buffer PB with pH indicator | indicates a pH of <7.5.

B Add pH indicator | to entire buffer contents. Do not add pH indicator | to buffer
aliquots.

B |fthe purified PCR product is to be used in sensitive microarray opplications, it may
be beneficial to use Buffer PB without the addition of pH indicator I.

Procedure

1. Add 5 volumes of Buffer PB to 1 volume of the PCR sample and mix. It is not necessary
to remove mineral oil or kerosene.

For example, add 500 pl of Buffer PB to 100 pl PCR sample (not including oil).

2.  If pH indicator | has beein added to Buffer PB, check that the color of the mixture is
yellow.

If the color of the mixture is orange or violet, add 10 pl of 3 M sodium acetate, pH
5.0, and mix. The color of the mixture will turn to yellow.

3. Place a QlAquick spin column in a provided 2 ml collection fube.

4. To bind DNA, apply the sample fo the QlAquick column and centrifuge for 30-60 s.

5. Discard flow-through. Place the QlAquick column back into the same tube.
Collection tubes are re-used to reduce plastic waste.

6. Towash, add 0.75 ml Buffer PE to the QlAquick column and centrifuge for 30-60 s.

7. Discard flow-through and place the QlAquick column back in the same tube.

Centrifuge the column for an additional 1 min.

IMPORTANT: Residual ethanol from Buffer PE will not be completely removed unless
the flow-through is discarded before this additional centrifugation.
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10.

Place QlAquick column in a clean 1.5 ml microcentrifuge tube.

To elute DNA, add 50 pl Buffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) or water (pH 7.0-8.5) fo
the center of the QlAquick membrane and cenfrifuge the column for 1 min. Alternatively,
for increased DNA concentration, add 30 pl elution buffer to the center of the QlAquick
membrane, let the column stand for 1 min, and then centrifuge.

IMPORTANT: Ensure that the elution buffer is dispensed directly onto the QlAquick
membrane for complete elution of bound DNA. The average eluate volume is 48 pl
from 50 pl elution buffer volume, and 28 pl from 30 pl elution buffer.

Elution efficiency is dependent on pH. The maximum elution efficiency is achieved
between pH 7.0 and 8.5. When using water, make sure that the pH value is within this
range, and store DNA at -20°C as DNA may degrade in the absence of a buffering
agent. The purified DNA can also be eluted in TE buffer (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH
8.0), but the EDTA may inhibit subsequent enzymatic reactions.

If the purified DNA is to be analyzed on a gel, add 1 volume of Loading Dye to
5 volumes of purified DNA. Mix the solution by pipetting up and down before
loading the gel.

loading dye contains 3 marker dyes (bromophenol blue, xylene cyancl, and
orange G) that facilitate estimation of DNA migration distance and optimization
of agarose gel run time. Refer to Table 2 (page 15) to identify the dyes according
to migration distance and agarose gel percentage and type.
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