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Resumen

La estrategia de tratamiento quirtrgico para el cancer gastrico se realiza en la actualidad
en base a criterios de seleccidén de pacientes segun la estadificacion de la clasificacion TNM
y/o la clasificacion de Lauren y han sido clasicamente el “global gold standard” en la toma
de decisiones clinicas.

Las tres principales sociedades oncolégicas europeas, ESMO (Sociedad Europea de
Oncologia Médica), ESSO (Sociedad Europea de Oncologia Quirdrgica) y ESTRO (Sociedad
Europea de Radioterapia y Oncologia), han publicado las directrices conjuntas para el
manejo del cancer gastrico, analizando las evidencias actuales en los niveles de
recomendacion tanto para el diagndstico como para el tratamiento.

Sin embargo, los cambios mas significativos en los cuidados de salud, se han producido
con el desarrollo de una medicina personalizada y de precision, que redefine el
diagndstico, estratifica a los pacientes, dirige la seleccién de la terapia 6ptima, informa de
la sensibilidad individual a la quimio-radioterapia y establece el prondstico.

Brunnicardi ya propone en 2011 como estrategia basica en la practica de una medicina y
cirugia personalizadas un modelo basado en el perfil molecular del paciente, tanto para las
guias de eleccidn terapéutica, como para la mejora en el seguimiento de los pacientes
quiruargicos.

Genodmica, proteémica y metabolémica, conforman un conjunto de estudios OMICs, que
han modificado la forma de diagnosticar y clasificar el cancer gastrico.

En la clasificacién molecular basada en los patrones de expresion génica, se han
identificado tres subtipos de adenocarcinoma géastrico, denominados mesenquimal,
proliferativo, y metabélico.

Por otro lado, con el fin de mejorar la clasificacidn del cancer gastrico, identificar las claves
de sus vias de sefializacion, dianas terapéuticas y biomarcadores, la “Cancer Genome Atlas
Research Network”, ha dividido el cancer gastrico en cuatro subtipos moleculares
distintos.

El primer subtipo lo configuran los pacientes infectados por “Ebstein Barr +” (asociados a
mutaciones del gen PIK3CA (fosfo inositol 3 kinasa)), un segundo subtipo presenta alta
“inestabilidad de microsatélites (MSI)”, un tercer subtipo “gendmicamente estable”
(relacionados con el subtipo difuso y con mutaciones del gen “RHOA”), y, un cuarto
subtipo “cromosémicamente inestable” (relacionado subtipo intestinal y con
amplificaciones de los genes que codifican proteinas para los receptores tirosin-kinasa).

En este sentido, datos clinicos de gran cantidad de pacientes obtenidos de la historia
clinica electrénica, son integrados con los datos de sus procesos bioldgicos realizados a
través de los analisis OMICs.

Estudios observacionales durante el curso normal de los cuidados clinicos en relacién con
el diagnoéstico y tratamiento han sido integrados para formar redes de conocimiento con
los datos obtenidos de la investigacién OMICs.
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Desde hace varios afios, se vienen realizando enfoques de proteémica del descubrimiento,
para analizar los perfiles de proteinas de muestras quirdrgicas con adenocarcinoma
gastrico primario y mucosa gastrica no tumoral, con el objetivo de identificar las proteinas
especificas asociadas a la enfermedad, como potenciales biomarcadores clinicos, dianas
terapéuticas y sus mecanismos moleculares.

En los ultimos afios, se ha desarrollado una proteémica dirigida cuantitativa, que permite
seleccionar determinadas proteinas y sus péptidos correspondientes que ayudan a
conocer la participacion de éstas en la carcinogénesis o como dianas terapéuticas.

Con estos antecedentes planteamos como hipétesis de trabajo para el desarrollo del
proyecto en el que se fundamenta esta tesis doctoral que, si realizdbamos un analisis
clinico exhaustivo de los pacientes que habitualmente diagnosticamos y tratamos de
cancer gastrico y lo integrabamos con los datos obtenidos de la cuantificacién proteica por
proteémica dirigida, podriamos mejorar nuestras decisiones terapéuticas para esta
enfermedad.

Con este fin se seleccionaron prospectivamente diecinueve pacientes intervenidos por
adenocarcinoma gastrico, que cumplieran criterios de inclusién para este estudio,
realizandose un andlisis exhaustivo de toda su informacién clinica.

El material utilizado procedente de las intervenciones quirurgicas realizadas (tejido
gastrico sano y tumoral de cada paciente), fueron vehiculizados a través del Biobanco
Vasco para su conservacion a -802C en OCT (Optimal Cutting Culture) hasta su utilizacion.

El flujo de trabajo fue completado, con la retirada del OCT, homogeneizacién, digestién
triptica, adicion de péptidos pesados y andlisis de proteémica dirigida y cuantificacién de
proteinas por la plataforma proteémica, y simultaneamente fue elaborada una base de
datos para la recogida de los datos clinicos de los pacientes.

Como primer paso de puesta a punto de la metodologia protedmica dirigida, con el fin de
estandarizar los métodos de digestion y homogenizacion en la preparacién de muestras
complejas y heterogéneas se comenzaron las pruebas con tejido de murinos en Marzo
2013.

Concluyéndose de esta fase que la homogeneizacién con el sistema Precellys, asi como la
digestién de las proteinas mediante el método FASP, sirven de manera éptima para su
utilizacién con muestras tisulares de ratén y que el niumero de proteinas identificadas por
protedmica del descubrimiento obtenida por cromatografia liquida y espectrometria de
masas, es similar al nimero de proteinas que se obtienen con los flujos de trabajo
habituales.

A finales de Abril 2013, tras la puesta a punto de la metodologia y los resultados
obtenidos en el procesamiento del tejido gastrico en murinos se decidi6 trasladar el
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analisis del raton al humano, para lo que se seleccion6 uno de los diecinueve pacientes que
conforman parte de este estudio.

La finalidad de esta fase del estudio fue obtener informacién experimental de un panel
extenso de proteinas y péptidos de tejido gastrico humano por protedémica del
descubrimiento para seleccionar las mas adecuadas y realizar el estudio de proteémica
dirigida posterior.

En cuanto a la metolodologia de esta fase, en lo referente al tratamiento de las muestras
incluidas en OCT para su conservacion en los biobancos correspondientes, se concluye que
no hay diferencias significativas en el nimero proteinas obtenidas con los procedimientos
de limpieza utilizados, tanto con PBS o con carnoy y que la funcionalidad de estas
proteinas en los tejidos analizados, permanece intacta.

Los criterios de seleccién de proteinas y péptidos para hacer el andlisis de proteémica
dirigida fueron, en primer lugar, proteinas con probada participacién en el proceso de
carcinogénesis gastrica y/o dianas terapéuticas y, en segundo lugar, péptidos que
identifiquen especificamente a las proteinas seleccionadas y que hayan sido detectados
por espectrometria de masas en el Servicio de Protedmica.

En base a los criterios mencionados se han seleccionado las siguientes proteinas y
péptidos:

Péptido Proteina Codigo Descripcion
uniprot

[PLENLQIIRG EGFR_HUMAN | P00533 Epidermal growth factor
receptor

SPSDCCHNQCAAGCTGPR | EGFR_HUMAN | P00533 Epidermal growth factor
receptor

VADPDHDHTGFLTEYVATR | MKO1_HUMAN | P28482 Mitogen-activated
protein kinase 1

RTEGVGPGVPGEVEMVK MKO3_HUMAN | P27361 Mitogen-activated
protein kinase 3

EEWTTAIQTVADGLK AKT1_HUMAN | P31749 RAC-alpha
serine/threonine-protein
kinase

GWEEGVAQMSVGQR FKB1A_HUMAN | P62942 Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase FKBP1A

Las proteinas seleccionadas EGFR, MK01, MK03 pertenecen a la via de sefializacion RAS-
RAF-MEK-ERK1/2 con receptores tirosin kinasa (RTKs).

La proteina AKT1 pertenece a la via de sefializacion PI3K/AKT (fosfo inositol 3-kinasa, con
receptores serine/treonine-protein kinase).
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Y, por ultimo, la proteina seleccionada FKB1A pertenece a la via de sefializacion del TGF&
(factor transformante del crecimiento), con receptores serina/threonina kinasa.

En una primera fase del desarrollo de la metodologia de la prote6mica dirigida puesta en
marcha, se plantea la posibilidad de la utilizacién de un péptido comun, como el péptido de
la levadura ENO1_YEAST, para normalizar la cuantificaciéon peptidica en el tejido humano
con cancer gastrico.

Este no ha sido un procedimiento fiable para obtener resultados homogéneos de
cuantificacién y con tiempos de elucion similares, por lo que se decidio, en una segunda
fase, utilizar para la normalizacién del procedimiento un péptido pesado.

La presencia de un péptido marcado ayuda a determinar la presencia del péptido natural y
permite normalizar la intensidad del péptido natural frente al péptido pesado y, en
principio, obtener una cuantificacién mas fiable.

De las proteinas y péptidos descritos previamente, hemos analizado los cocientes de
cuantificacién (relacién tejido sano-tejido tumoral) agrupandolos por estadios tumorales.

En el analisis de datos de los resultados de los cocientes de cuantificacion de los péptidos
de las proteinas estudiadas, hemos analizado en primer lugar, las relaciones entre los
valores de sus cocientes de cuantificacién (Ccs), mediante métodos de regresion lineal y
multiple.

En segundo lugar, hemos analizado la variabilidad de esta muestra agrupada por estadios
mediante el método de las funciones empiricas ortogonales.

Y, en tercer lugar, con los datos obtenidos hemos realizado una simulacién de curvas de
los valores de los Ccs para cada proteina, para cada uno de los estadios tumorales,
mediante el método de las autofunciones.

Los resultados de los analisis de regresion lineal y regresién multiple obtenidos para las
ternas (MK01, EGFR1-MKO03) y (FKBP1A, EGFR1-AKT), confirman la relacién lineal entre
los valores de los cocientes de cuantificacion de las proteinas analizadas y que, conocidos
los valores de dos de ellos, se puede obtener el cociente de cuantificacién del tercero, con
un error maximo acotado.

El siguiente paso, ha consistido en unir los datos experimentales proteémicos con los
datos clinicos relativos a los estadios tumorales de cada paciente.

Se han agrupado los valores de cuantificacién de las proteinas por estadios tumorales,
calculado el valor medio de los datos disponibles para cada proteina y analizado la
dependencia funcional de estos valores medios con el estadio tumoral.

Como resultado de lo anteriormente expuesto, se pueden identificar cuatro regiones de
comportamiento del cociente de cuantificacién de cada uno de los péptidos: decaimiento,
valor minimo, crecimiento y dominio tumoral.
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La region de decaimiento se corresponde con los estadios I-A/II-A, la regiéon de valores
minimos, con los estadios I1-A/II-B, la regién de crecimiento con los estadios I1I-C/III-C y,
por ultimo, la regién de "dominio tumoral” con los estadios I1I-C/IV.

Este patron de comportamiento de los valores medios de los Ccs, puede ser de aplicaciéon
en la practica clinica. A medida que evoluciona en el tiempo el cancer gastrico, podemos
predecir, segln el estadio tumoral en el que se encuentra la enfermedad, el Cc de cada
proteina, para cada paciente y viceversa.

Asi mismo, a partir de los valores de cuantificaciéon obtenidos se han confeccionado unas
curvas de simulacién predictiva para cada proteina en cada uno de los estadios tumorales
del paciente, lo que tendria una potencial aplicabilidad practica.

Por un lado, conocido el estadio tumoral clinico del paciente previo a iniciar el
tratamiento, podemos conocer los valores simulados de los Ccs de las cinco proteinas
estudiadas en esta tesis (utilizando las tablas y calculando el valor, o simplemente,
entrando en la grafica de cada proteina y midiendo su valor).

Asi, si compararamos el resultado de estadiaje de nuestra simulacién y el obtenido tras el
analisis proteémico del paciente a estudio, en el caso de que ambos resultados fueran
“aproximadamente” coincidentes, las curvas simuladas se podrian utilizar en el
seguimiento del paciente, tomando a aquellos como valores de referencia.

Y, por otro lado, estas curvas también se podrian utilizar para verificar la respuesta de un
paciente a los farmacos administrados, ya que con las autofunciones se dispone de la
respuesta (evolutiva) estandar del paciente con cancer gastrico; de tal manera que, cuando
los resultados del seguimiento del paciente se desviaran claramente de estas curvas,
entonces, se dispondria de una informacién bien referenciada e identificada para
determinar el efecto de un determinado tratamiento.

Por ultimo, se han desarrollado en esta tesis, tres escenarios distintos para la utilizacion
potencial de los datos obtenidos en el analisis estadistico.

Como primer escenario tendriamos la caracterizacién del proteoma de una neoplasia
gastrica multifocal en una paciente con inmunodeficiencia comun variable (ICDV).

La IDCV, que cursa entre otros cuadros con hipogammaglobulinemia, habia aparecido en la
tercera década de vida, desarrollando su carcinoma gastrico dos décadas después. En su
historia clinica, estan reflejados factores de riesgo, que han actuado sobre la mucosa
gastrica normal, hasta llegar al desarrollo del carcinoma gastrico multifocal.

La peculiaridad de este caso concreto, y por lo que se decidi6é su analisis en solitario, es
que se trata de una paciente con un alteracién de la inmunidad que presenta tres tumores
de distintas caracteristicas histopatolégicas. Por tanto, hemos tenido ante nosotros, una
oportunidad unica, de analizar el comportamiento a nivel proteémico de tres tumores
diferentes expuestos a un entorno idéntico.

“Protedmica dirigida en la cirugia del cancer gastrico” 7



Resumen

Para su analisis, se han aplicado técnicas de clustering (que consisten en agrupar aquellas
proteinas cuyos valores de los cocientes de cuantificacién se comportan de manera similar
a lo largo de los diferentes estadios) y se ha estudiado, también, la variabilidad de esta
muestra agrupada por estadios mediante el método de las funciones empiricas
ortogonales anteriormente descritas.

Cabria destacar, cdmo siendo dos de los tres tumores, carcinomas intramucosos en el
mismo estadio IA, sus (Ccs) son totalmente diferentes, estando ésto en relacidn,
probablemente, con los subtipos celulares que los componen (carcinoma intramucoso
papilo-vellositario versus carcinoma intramucoso de células en anillo de sello). Sin
embargo, el resultado de nuestro andlisis, valores del EGFR1 menores de 1 a través del
analisis de regresion miultiple, sitdan, el comportamiento desde el punto de vista
protedmico, al carcinoma intramucoso de células en anillo de sello mas préximo al tercero
de ellos, carcinoma intestinal invasivo.

De lo anteriormente expuesto, y desde el punto de vista meramente quirurgico,
tratandolos como casos independientes por su prondstico esperable, se podria plantear
que el abordaje de cada caso diferiria de los otros. Asi, en el carcinoma intramucoso
papilo-vellositario se podria plantear la reseccion local, en el carcinoma intramucoso de
células en anillo de sello deberiamos ofertarle una gastrectomia con linfadenectomia D1,
segun sus criterios de riesgo, y, en el caso del adenocarcinoma intestinal infiltrante, la
gastrectomia con linfadenectomia D2 deberia ser el procedimiento de eleccion.

Ademas, en cuanto al analisis de los Ccs del AKT1, el carcinoma intramucoso papilo-
vellositario presenta valores mayores a la unidad. Esto podria reflejar una hiperactivacién
constitutiva del AKT1, para activar y diferenciar a los linfocitos, mientras que en los otros
dos casos los valores estan amortiguados, con inhibiciéon progresiva de los valores del
AKT1, indicAndonos la progresion tumoral y empeoramiento del pronéstico, con un grado
de agotamiento de la produccién constitutiva del AKT1, en el tejido sano y tumoral.

En un segundo escenario, hemos estudiado la caracterizacion del proteoma del
adenocarcinoma gastrico con diferente fenotipo celular y estadio tumoral.

El analisis de los datos lo hemos realizado agrupando a los pacientes que se encontraban
en estadios tumorales Il y V.

La alta expresion del EGFR1 se correlaciona positivamente con la localizacién y tamafio
tumoral, grado de diferenciacién celular, profundidad de invasion, metastasis linfaticas,
estadio TNM. Tumores mayores de 5 cm, localizados en la parte distal, pobremente
diferenciados, con invasién hasta la serosa y con metdstasis linfaticas, en estadio III-1V,
tienen una mayor expresion del EGFR1.

Los cocientes de cuantificacién experimentales obtenidos a partir de las autofunciones,
afiaden un nuevo elemento de contraste con el que podemos simular datos y pueden ser
una informacion adicional del paciente que ayude a la verificacién, el seguimiento y el
prondstico de la evolucion mas probable de la enfermedad.
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La integracidn de los datos relacionados con el tipo histopatologico, el estadio tumoral y la
supervivencia en meses del cancer gastrico, ademas de los cocientes de cuantificacion de
las proteinas seleccionadas (determinados por cromatografia liquida y espectrometria de
masas), son componentes de datos relevantes para, mejorar la identificacién del estadio
tumoral de estos pacientes, seleccionar mejor el tipo de cirugia y terapia médica a utilizar
y, previsiblemente, mejorar la significacion estadistica de las tasas de supervivencia global.

Para concluir, como tercer escenario, se analizan los datos clinicos, anatomia patolégica,
valores de los Ccs y el comportamiento de estos datos en pacientes tratados sélo con
cirugia o con neoadyuvancia previa a la cirugia y su relacién con la clasificaciéon molecular.

En nuestro estudio se han podido identificar cuatro regiones de comportamiento del valor
de los Ccs de cada uno de las proteinas: decaimiento, valor minimo, crecimiento y dominio
tumoral (descrito previamente).

No existe todavia ningin régimen de tratamiento universalmente aceptado para el cancer
gastrico y diferentes paises y centros ofrecen opciones de tratamiento distintas.

Trabajos previos han demostrado que los subtipos de lineas celulares de cancer gastrico
con distintos patrones de expresion génica, estan asociados al pronéstico y la respuesta a
la quimioterapia de los pacientes. Las de tipo intestinal, fueron significativamente mas
sensibles a 5-FU y oxaliplatino, pero mas resistentes a cisplatino, que las lineas de
celulares con tipo difuso.

En relacion con el TNM, no se ha observado una ventaja en la supervivencia global de los
pacientes tratados con quimioterapia preoperatoria. (p=0,36), ni en la supervivencia libre
de enfermedad (p=0,20), ni modifica la tasa de resecciéon RO (p=0,36).

Tampoco se han encontrado diferencias significativas, ni en la supervivencia, ni en la
recurrencia tumoral en relacion con el subtipo molecular. La inestabilidad de
microsatélites tiene una mayor tendencia a la recurrencia que el resto de los subgrupos,
aunque no es significativa.

En nuestro estudio se han utilizado dos esquemas diferentes de tratamiento, por un lado,
los pacientes 2, 3, 4, 5 y 10 fueron tratados con una pauta de tratamiento de quimioterapia
adyuvante postoperatoria ( 5-Fluorouroacilo y Leucovorin x 6 ciclos) y el paciente 11 con
5-Fluorouroacilo y folinato calcico.

Asociado con la quimioterapia, los pacientes 2, 3, 4, 5 y 10 recibieron radioterapia a una
dosis total maxima de 45 Gy segun el ensayo SWOG/ Intergroup-0116.

Y, por otro lado, los pacientes n? 12, 13, 14 y 15, fueron tratados con EOX x 3 ciclos (
Epirrubucina, Oxaliplatino, Capecitabina), en forma de quimioterapia preoperatoria,
completando la adyuvancia con el mismo esquema todos ellos, menos el n? 12 por
morbilidad asociada. Esquema de tratamiento sugerido por el ensayo holandés CRITICS
(NCT00407186).
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En este trabajo hemos realizado una comparativa de los resultados obtenidos a nivel del
estudio protedmico en los pacientes que han sido tratados con quimioterapia
preopetaroria y los que no, correlacionandolo con sus estadios tumorales.

Hay discrepancia al correlacionar el estadio tumoral y los Ccs de las proteinas analizadas
en los enfermos tratados con quimioterapia, cuando se utilizan como referencia las curvas
de los valores de los Ccs de pacientes sin tratar con quimioterapia y se observa la
evolucion y supervivencia de estos pacientes.

Los Ccs de la proteina EGFR1 crecen a partir de los estadios IIA y IIB, tanto para los
pacientes tratados, como sin tratar, pero lo hacen mas rapidamente en los tratados con
quimioterapia, al menos hasta el estadio III C.

Los valores de los Ccs de la proteina MKO03 tratados con quimioterapia y reclasificados en
estadios 1A, IIB, son mayores que los correspondientes a los valores de los pacientes sin
tratar con quimioterapia.

Ademas, su tasa de crecimiento en relacion al estadio tumoral, es muy baja, a diferencia de
los pacientes que no fueron tratados con quimioterapia, que tienen un crecimiento muy
alto del Ccs a partir del estadio IIL.

Los valores de los Ccs de la proteina FKBP1A, tratados con quimioterapia y reclasificados
en estadios II (IIB), son mayores que los correspondientes a los valores de los pacientes
sin tratar con quimioterapia, siguiendo el mismo patrén que los Ccs de la proteina MKO03.

De forma analoga su tasa de crecimiento es muy baja, al menos hasta el estadio IIIB.

La determinacion de los cocientes de cuantificacion de las proteinas analizadas en este
estudio, junto con la determinacién del estadio tumoral en pacientes tratados con
quimioterapia preoperatoria, permite diagnosticar con menor incertidumbre su estadio
tumoral y en consecuencia ayuda a decidir con mds informacién y precisién el tipo de
cirugia a realizar.

No hay globalmente aceptado un estiandar de tratamiento para el cancer gastrico
resecable. En lo que se refiere a la linfadenectomia D2, poe ejemplo, la clasificaciéon por
estadio tumoral preoperatoria, no es capaz de definir el tipo de linfadenectomia a realizar.
De hecho, en nuestro trabajo, de los pacientes sometidos a neoadyuvancia se les realiza
una linfadenectomia D2 a los pacientes 13 y 15.

La cuantificacién por metodologia proteémica de las proteinas implicadas en las vias de
sefializacion de la carcinogénesis del cancer gastrico, podria contribuir a seleccionar mejor
las pautas de tratamiento de nuestros pacientes y ayudar a establecer mejor su estadio
tumoral y definir su prondstico.
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Resumen

A efectos practicos, se podria plantear una linfadenectomia D2, en aquellos tumores de la
clasificacién molecular de Bass, de tipo cromosémicamente inestables, que tengan una
localizacién antral y con previsibles amplificaciones de los genes, que codifican proteinas
para la activacion de los receptores tirosin kinasa, responsables de una proliferaciéon
celular aberrante.

Desde nuestro punto de vista, la metodologia proteémica dirigida junto con el estadio
tumoral, ayudaria en una mas correcta seleccién de un tratamiento personalizado para
nuestros pacientes.
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Introduccion

A. INCIDENCIA Y MORTALIDAD DEL CANCER GASTRICO

El cancer gastrico es una enfermedad heterogénea de origen multifactorial. Constituye el
cuarto cancer mas comun, y la segunda causa de muerte por cancer en ambos sexos en
todo el mundo, por lo que aunque las tasas de incidencia y mortalidad estén disminuyendo
lentamente, sigue constituyendo un problema significativo de salud publical.

EUROPA

La incidencia de cancer gastrico en Europa en relacién al nimero estimado de nuevos
casos en el ano 2012 a partir de tasas de incidencia y mortalidad de 40 paises europeos,
ascendid a 139.600, siendo la mortalidad estimada en ese mismo afio de 107.300 casos2

EEUU

La evolucién en la distribucién de mortalidad referida al cancer gastrico ajustada por sexo
y edad entre los afios 1930-2010, es mostrada a continuaciéon donde se puede observar la
tendencia descendente de esta enfermedads3. FIGURA 1.

Age-adjusted Cancer Death Rates*, Males by Site, US, 1930-2010
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FIGURA 1. Tasa de mortalidad por cancer ajustada por edad.
Fuente: American Cancer Society3.

ASIA

Globalmente el cancer gastrico constituye en la actualidad el 7,8% del total de neoplasias a
nivel mundial. Esto significa un total de 989.000 nuevos casos en el mundo, de los que
463.000 se presentan unicamente en China, con un total de 737.000 muertes anuales. El
70% de los casos se dan en paises en vias de desarrollo, concentrandose el 50% en Asial.
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EUSKADI

En nuestro ambito, las tasas de incidencia y mortalidad por cancer gastrico han ido
disminuyendo progresivamente a lo largo de los afios.

Los datos registrados entre 1986-2008 en nuestra comunidad, revelan que los hombres
presentan tasas ajustadas de incidencia significativamente disminuidas (2,9% anual)
pasando de 41,7 casos por 100.000 habitantes a 22,8 casos por 100.000, en el periodo
comprendido entre 1986-2006; mientras que en las mujeres, el descenso ha sido de un
3,3% anual.

Por otro lado, en relacion a las tasas de mortalidad, en los hombres han disminuido
significativamente un 3,3% anual a lo largo de todo el periodo (de 26,8 en 1986 a 14,4 en
2008), mientras que en las mujeres, el descenso de la tasa de mortalidad ha sido mayor, un
4,2% al afio (pasando las tasas de mortalidad de 12,6 en 1986 a 4,7 en 2008)*.

A pesar de esta disminucién progresiva de tanto la incidencia como la mortalidad del
cancer gastrico a lo largo de estos ultimos afios, la realidad es que apenas 1 de cada 4 o 5
pacientes sobreviviran a los 5 afios tras el diagndstico, lo que hace mandatario la
busqueda de nuevos biomarcadores que supongan una diferencia en el diagnéstico precoz,
el tratamiento y el prondstico de nuestros pacientes.
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B. GUIA DE PRACTICA CLINICA EN EL DIAGNOSTICO Y
TRATAMIENTO

Las tres principales sociedades oncoldgicas europeas, ESMO (Sociedad Europea de
Oncologia Médica), ESSO (Sociedad Europea de Oncologia Quirurgica) y ESTRO (Sociedad
Europea de Radioterapia y Oncologia), han publicado recientemente las directrices
conjuntas para el manejo del cancer gastrico (CG), analizando las evidencias actuales en
los niveles de recomendacidns.

1. DIAGNOSTICO Y ANATOMIA PATOLOGICA

El diagnoéstico clinico del cancer gastrico se basa en parte en las modalidades de imagen,
incluyendo la ecografia endoscépica, TAC/PET y el andlisis anatomo-patolégico de las
biopsias tumoraless. TABLA 1.

DIAGNOSTICO Y ESTADIFICACION DEL CANCER GASTRICO
Procedimiento Propésito

Analisis de sangre de rutina Comprobacién de evidencia de anemia por deficiencia de hierro

Comprobacién de la funcién hepatica y renal para determinar las
opciones terapéuticas apropiadas

Biopsia endoscopia + Obtencién de tejido para el diagnéstico, la clasificacion histolégica
y la determinacién de biomarcadores moleculares por ejemplo,
HER-2

TAC de térax + abdomen * pelvis Estadificacion del tumor: especialmente para detectar
linfadenopatia local / a distancia y sitios de enfermedad
metastasica

Ecografia endoscépica (EE) Evaluacién precisa de los estadios T y N en los tumores
potencialmente operables

Determinacién de la extensién proximal y distal del tumor

Laparoscopia + lavados Exclusion de enfermedad metastdsica oculta que implique
diafragma / peritoneo

La tomografia por emision de Mejora de la detecciéon de enfermedad metastasica oculta en
positrones (PET) en su caso algunos casos

TABLA I. Diagndstico y estadificacion del cancer gastrico. AJCC Cancer Staging Manual.
Fuente: Edge S°.
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2. NIVELES DE EVIDENCIA DE ALGUNAS DE ESTAS
RECOMENDACIONES

DIAGNOSTICO POR IMAGEN

La ecografia endoscopica (EE) es util para determinar los extremos proximal y distal de la
extension del tumor y ofrece una nueva evaluacién del tumor y de los ganglios linfaticos (T
y N), aunque es menos util en tumores antrales [III, B].

La laparoscopia con o sin lavado peritoneal de células malignas se recomienda en todos los
canceres gastricos estadio IB a Il que se consideren potencialmente resecables para
excluir enfermedad metastasica oculta [III, B]e.

CLASIFICACION TNM Y POR ESTADIOS

La estrategia de tratamiento quirdrgico para el cancer gastrico ha sido realizada en base a
criterios de seleccidn de pacientes segin la estadificacion de la clasificacion TNM y/o la
clasificacién de Lauren y han sido el “global gold standard” en la toma de decisiones
clinicas.

La clasificacibn TNM y los estadios correspondientes determinados con arreglo a la
séptima edicién de la Union Internacional contra el Cancer (AJCC/UICC), que es la utilizada
en esta guia de practica clinica, son mostrados a continuaciéné. TABLA II-III.
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CLASIFICACION TNM DE CANCER GASTRICO (7 2 edicién de las directrices AJCC / UICC)

Tumor primario (T)

TX

TO

Tis

Tla

T1b

T2

T3

T4a

T4b

El tumor
primario no
puede ser
evaluado

No hay
evidencia de
tumor
primario

Carcinoma in
situ: tumor
intraepitelial
sin  invasion
de la lamina
propia

El tumor
invade la
lamina propia
o la muscular
de la mucosa

Tumor que
invade la
submucosa

Tumor que
invade la
muscular

propia

Tumor
penetra en el
tejido
conectivo de
la subserosa
sin  invasién
del peritoneo
visceral o
estructuras
adyacentes

El tumor
invade la
serosa
(peritoneo
visceral)

Tumor que
invade
estructuras
adyacentes

TABLA II. Clasificacién TNM. AJCC Cancer Staging Manual.

Ganglios linfaticos
regionales (N)

NX

NO

N1

N2

N3

Ganglios
linfaticos
regionales

(s) no puede
evaluarse

No hay
metastasis en
los ganglios
linfaticos
regionales

Metéastasis en
1-2 ganglios
linfaticos
regionales

Metéastasis en
3-6 ganglios
linfaticos
regionales

Metéstasis en
7 o0 mas
ganglios
linfaticos
regionales

Fuente: Edge S°.
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Metastasis

MX

MO

M1

distancia (M)

La metastasis a distancia
no puede ser evaluada

No hay metastasis a

distancia

Metastasis a distancia o

citologia
positiva

peritoneal
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Tabla Clasificacion por estadios , AJCC / UICC (7 2 edici6n)

Clasificacion de los
estadios

Estadio 0
Estadio IA

Estadio IB

Estadio IIA

Estadio IIB

Etapa I1IA

Etapa IIIB

Estadio IIIC

Estadio IV

TABLA II1. Clasificacién TNM por estadios. AJCC Cancer Staging Manual
Fuente: Edge S¢.

Tis
T1

T1

T2

T1

T2
T3

T1

T2
T3
T4a

T2

T3
T4a

T3

T4a
T4b

T4a

T4b

Cualquier T
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NO

NO

N1

NO

N2

N1

NO

N3

N2

N1

NO

N3

N2

N1

N3

N2

NO-1

N3

N2-3

Cualquier N

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

M1

20



Introduccion

MANE]JO DE LA ENFERMEDAD LOCAL / LOCORREGIONAL

NIVELES DE EVIDENCIA QUIRURGICA

Los criterios actuales para la seleccion del tratamiento quirdrgico del cancer gastrico estan
basados en la clasificacién clinica de cancer precoz o avanzado. La enfermedad precoz
esta limitada a la mucosa / submucosa y el carcinoma avanzado invade la muscular propia
pudiéndola sobrepasar.

El carcinoma gastrico, a su vez, se subdivide histolégicamente en tipo intestinal, el cual
estd asociado con la metaplasia intestinal y la infeccién por Helicobacter Pylori y el tipo
difuso, que se relaciona a menudo con trastornos genéticos familiares, tales como
mutaciones en linea germinal de la E-cadherina (CDH1) o en genes de reparacion
(Sindrome de Lynch)”.

Los tumores considerados como cancer gastrico precoz (T1a) pueden ser susceptibles de
reseccion endoscépica, si estdn bien diferenciados, miden menos de 2 cm, estan
localizados en la mucosay no estan ulcerados [I1I, B]s.

Los tumores T1 son subsidiarios de reseccién gastrica parcial y de una diseccion de los
ganglios linfaticos limitada a los ganglios perigastricos, de acuerdo con la localizaciéon del
tumor primario. El mapeo del ganglio centinela puede modificar ain mas estos enfoques.

La gastrectomia radical estd indicada para la enfermedad resecable con estadios
comprendidos del IB a III.

La gastrectomia subtotal puede llevarse a cabo si el margen proximal macroscdpico de
reseccion entre el tumor y la unién es6fago-gastrica, es de 5 cm. Un margen de 8 cm se ha
recomendado para los canceres de tipo difuso, de lo contrario estaria indicado una
gastrectomia total [III, A].

La extension de la diseccion ganglionar acompafiando a la gastrectomia radical ha sido
ampliamente debatida, desde una diseccién y resecciéon D1 (extirpacion de los ganglios
linfaticos perigastricos) hasta una linfadenectomia D2 (extirpacién de los ganglios
linfaticos perigastricos junto a los linfaticos de los territorios vasculares correspondientes
a lo largo de la arteria gastrica izquierda, hepéatica comun, arteria esplénica y tronco
celiaco).

Las recomendaciones de clasificaciéon UICC/AJCC TNM actual (séptima edicidn) incluyen la
extirpacién de un minimo de 15 ganglios linfaticos para permitir una estadificacidn fiable.

La experiencia de los ensayos, tanto observacionales como aleatorizados, en los paises
asiaticos ha demostrado que la diseccion D2 conduce a resultados superiores en
comparacion con el D1 [II, B].

Trabajos realizados en Europa en los afios 90, no demostraron ninguna ventaja de
supervivencia inicial con la reseccién D29.10,

Sin embargo, tras 15 afos de seguimiento de los resultados de Bonenkamp, Songun ha
demostrado un menor numero de recurrencias locorregionales y muertes relacionadas
con el cancer gastrico con reseccion D2, aunque ésto fue ligeramente compensado por el
aumento de la mortalidad y la morbilidad postoperatoriall.
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Un meta-andlisis reciente confirmé que no existe beneficio sobre la supervivencia general
para la linfadenectomia D2, aunque si se observaba beneficio cuando la linfadenectomia
D2 se realizaba con preservacién esplénica y pancreatical2.

Desde su inicio, la Clasificaciéon Japonesa del Cancer Gastrico (JGCA) ha utilizado un
criterio anatomico que definia la pN, segin la localizaciéon de los ganglios afectados en
relacién al tumor primario y su grado de afectacion.

Asi la no evidencia de invasién ganglionar, corresponde a NO, la afectacién de ganglios de
los grupos ganglionares perigastricos catalogados como primer nivel es N1, los localizados
en las ramas del tronco celiaco segundo nivel, N2 o a distancia tercer nivel, N3.

Existe suficiente evidencia cientifica, basada en la acumulacién de datos suministrados por
los registros japoneses, que demuestra la fiabilidad de este criterio pronéstico!s.

La JGCA ha establecido una nueva definicién de los diferentes tipos de linfadenectomias
(D). TABLAIV.

‘ LINFADENECTOMIA |
GASTRECTOMIA D1la D1B D2
‘ GRUPOS GANGLIONARES ‘
Distal subtotal
Distal con 1,3,4a,4b,5,6,7 (D1), 8a, 9 S8
preservacion » 11p, 12a
pilérica o
Proximal
(D1)+8a,
Total 1,2,3,4a,4b,5,6,7 (D1),8a,9,11p 9,10, 11p,
11d,12a

TABLA IV: Grupos ganglionares para linfadenectomia D1, D2 en funcién
del tipo de gastrectomia. Japanese Classification 2010.
Fuente: Rodriguez JM, Sasako M13.

Otra novedad es la eliminacion del concepto de linfadenectomia D3, como resultado
del ensayo en que se demostraba que la linfadenectomia paraaértica aumentaba la
morbilidad sin mejorar la supervivencia. No obstante, en los casos en que la
diseccion incluya los grupos 13, 14v y/o 16, se permite recoger la informacién como
linfadenectomia D2+14,

La cirugia laparoscdpica ha sido evaluada como una alternativa a la cirugia abierta
con los beneficios potenciales de la disminucién de la morbilidad operatoria y con
unos tiempos de recuperaciéon mas reducidos.

Meta-analisis y revisiones sistémicas en los ultimos afios confirman los beneficios
de la gastrectomia distal por laparoscopia, aunque existen algunas dudas con
respecto a los resultados a largo plazo y la posibilidad de obtener un menor niimero
de ganglios linfaticos con el abordaje laparoscépico [I, A]1516.
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En relacién a los resultados oncoldégicos a largo plazo de la gastrectomia
laparoscopica (90% de localizacién distal) fueron comparables a los de la
gastrectomia abierta en un estudio multicéntrico y retrospectivol?.

Ademas, la morbilidad operatoria es mayor sobre todo en la gastrectomia total y
sigue habiendo una falta de consenso sobre el enfoque preferido para la técnica de la
anastomosis después de una gastrectomia total laparoscépica.

Los pacientes con cancer gastrico precoz que no cumplan los criterios de disecciéon
submucosa endoscdpica son aquellos que mas pueden beneficiarse de un abordaje
laparoscopico.

La gastrectomia D2 totalmente laparoscépica para los estadios II y III de la
enfermedad es un procedimiento muy exigente. La seguridad y la eficiencia de este
enfoque requiere de la habilidad del cirujano, su experiencia y de un mas tiempo de
prolongados.

Segun la Sociedad Americana del Cancer, el porcentaje de supervivencias a 5 afios de
pacientes tratados con cirugia de un cancer gastrico por estadios, es como siguel?:
TABLA V.

Supervivencia
Estadio observada
5 afios

IA 71%

IB 57%
1A 46%
1IB 33%
I11A 20%
I1IB 14%
111C 9%

IV 4%

Tabla V. Supervivencia observada a 5 afios por estadios.
Fuente: The American Cancer Society?°.

QUIMIORRADIOTERAPIA ADYUVANTE

El ensayo clinico en Fase III del North American Intergroup-0116 demostré que la terapia
adyuvante con cinco ciclos de 5-FU/leucovorin, ademas de la radioterapia concomitante
(45 Gy en 25 fracciones durante 5 semanas) durante los ciclos 2 y 3 se traduce en una
mejoria de la supervivencia global a los 5 afios, en comparacidn con la cirugia sola.

Tras 10 afios de seguimiento, esta diferencia sigue siendo significativa a favor de la
quimiorradioterapia adyuvante [I, A]20.21,
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QUIMIOTERAPIA PERIOPERATORIA

En el cancer de la unién eséfago-gastrica, el ensayo Magic fue el primero en evaluar el
papel de la quimioterapia perioperatoria en comparacién con la cirugia sola en pacientes
con cancer gastrico resecable en estadio Il y IIl. Los resultados demostraron que la
quimioterapia mejora la supervivencia a los 5 afios del 23% al 36%, con efectos téxicos
tolerables21.22,

El tratamiento con quimioterapia preoperatoria se ha defendido como la via de
tratamiento preferido parala enfermedad operable en estadio > T1NOQs.

No existe evidencia actualmente a favor de la superioridad de un esquema de
quimioterapia preoperatoria (3 ciclos), seguido de cirugia y quimioterapia adyuvante
frente a quimiorradioterapia adyuvante, estando pendientes de los resultados que se
obtendran de un estudio en Fase III que aleatoriza este esquema de tratamiento (Ensayo
CRITICS)22,

A continuaciéon se muestran los futuros y actuales ensayos clinicos referidos a la
quimioradioterapia en el cancer gastrico resecable. TABLA VI.

Planned Primary Secondary
Trial Patient population Treatment patients (N) endpoint  endpoint(s) Status
CRITICS (NCT00407186) [55]
The Netherlands Preoperative ECC X 3cycles—  Postoperative chemotherapy: ECC X 3 788 0os DFS, toxicity, QOL,  Recruiting
surgical resection with cycles prediction of
adequate lymphadenectomy Postoperative chemoradiation with XP response,
(capecitabine/cisplatin) recurrence risk

TOP GEAR [68]

Australia/New Resectable gastric Perioperative chemotherapy only: ECF X 752 oS DFS, toxicity, Recruiting
Zealand/Europe/Canada adenocarcinoma 3 cycles — surgery — ECF X 3 cycles pathologic
Perioperative chemotherapy and response rate

preoperative chemoradiation: ECF X 2
cycles — XRT + 5-FU — surgery —
ECF X 3cycles

MAGICB/ST03
(NCT00450203) [75]

United Kingdom Resectable gastric, Perioperative chemotherapy without 1100 0os DFS, response Recruiting
gastroesophageal or lower bevacizumab: ECX X 3 cycles — rate, surgical
esophageal adenocarcinoma surgery — ECX X 3 cycles complete
Perioperative chemotherapy with resection rate,
bevacizumab: ECX + bevacizumab X treatment-related
3 cycles — surgery — ECX + morbidity, QOL,
bevacizumab X 3 cycles — maintenance cost-effectiveness
bevacizumab X 6 cycles
ARTIST-II
Korea D2 resected lymph node- Adjuvant chemotherapy or adjuvant Planned

positive patients chemoradiation

Abbreviations: 5-FU, 5-fluorouracil; DFS, disease-free survival; ECC, epirubicin, capecitabine, cisplatin; ECF, epirubicin, cisplatin, 5-FU; ECX,
epirubicin, cisplatin, capecitabine; QOL, quality of life; XRT, radiation therapy.

TABLA VI. Ensayos clinicos en cancer gastrico resecable.
Fuente: Cunningham D 22,
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C. ESTRATIFICACION. FRAGILIDAD Y SENILIDAD.

El concepto de estratificacién consiste en la identificacién de un grupo de pacientes con
caracteristicas "biologicas" comunes mediante el uso de técnicas de diagndstico molecular,
bioquimico y/o por imagen.

Para una correcta estratificacion de los pacientes, un concepto fundamental a tener en
cuenta es la fragilidad, y mas, si cabe, cuando en nuestro medio (concretamente en
Bizkaia) mas del 50% de las personas diagnosticadas de cancer gastrico tienen una edad
superior a los 70 afios entre los hombres y a los 75 entre las mujeres+.

Hoy en dia, existen diferentes definiciones para la fragilidad, pudiéndose considerar como
un sindrome clinico en el que se encuentren presentes tres o mas de los siguientes
criterios: pérdida intencionada de peso, agotamiento, debilidad, velocidad de marcha lenta
o0 baja actividad fisica.

El aumento de la fragilidad estd directamente asociado con un alto riesgo de mortalidad,
institucionalizacidn, caidas, y hospitalizacion de los pacientes23.

La prevalencia de la fragilidad en los pacientes (incluyendo todas las edades) para los
procedimientos quirdrgicos esta entre 4,1 y 50,3%24.

La mortalidad a los 30 dias de la cirugia por complicacién en pacientes mayores de 80
afios se encuentra alrededor de un 26%325.

Distintos estudios han demostrado que las personas mayores pueden correr el riesgo de
sobretratamiento o, por el contario, de un tratamiento insuficiente a causa de distintos
factores, tales como sus comorbilidades, la fragilidad, la disminucién de su esperanza de
vida o, incluso, la percepcion clinica del propio profesional.
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D. MEDICINA PERSONALIZADA Y DE PRECISION

La adaptacion de los tratamientos médicos y quirdrgicos al perfil molecular dnico de cada
individuo, es la base de la medicina personalizadazé.

Ademas con ella, se pueden clasificar las personas en sub-poblaciones que difieren entre si
en su susceptibilidad a padecer una enfermedad concreta y/o determinar la
predisposiciéon a la enfermedad de la poblacién y realizar su oportuna prevencién
dirigida.

La estrategia de tratamiento para la enfermedad oncoldgica se determina segun el tipo

histologico y la clasificacion TNM. Esta clasificaciéon estd basada en factores clinico-
patoldgicos y son el “global gold standard” en la toma de decisiones clinicas.

Sin embargo, los cambios mas significativos en los cuidados de salud, se han producido
con la medicina de precision, que redefine el diagnéstico, estratifica a los pacientes,
informa de la sensibilidad individual a la quimio-radioterapia y establece el prondstico; en
definitiva, aporta ahorro y eficiencia al sistema y reduce al minimo los acontecimientos
adversos.

Un pensamiento clave en el modelo que implementa la estrategia practica de la cirugia
“personalizada y de precisiéon”, es el conocimiento de la complejidad molecular de la
iniciacion y progresion tumorales.

La oncologia personalizada incluye el concepto de que cada tumor de cada individuo, es
Unico en la causa, la tasa de progresidn y la capacidad de respuesta a la cirugia, la
quimioterapia y la radioterapia.

Entre los principales argumentos a favor de una medicina personalizada, con los
consiguientes potenciales beneficios, tanto clinicos para el paciente, como en el campo de
la eficiencia para los sistemas sanitarios, podriamos destacar los siguientes:

e Se centra en la prevenciéon y predicciéon de la enfermedad en lugar de en la
reaccion a la misma.

* Dirige la seleccion de la terapia 6ptima y reduce la prescripcion por ensayo-error,
tomando las decisiones médicas con mejor informacion.

¢ Hay mas posibilidades de actuar en estadios precoces de la enfermedad que en el
pasado.

e Mayor probabilidad de obtener buenos resultados gracias a las terapias mejor
dirigidas.

* Reducir las posibilidades de reacciones adversas a los medicamentos.

¢ Aumentar la adherencia del paciente al tratamiento.

¢ Mejorar la calidad de vida.

¢ Revelar usos adicionales o alternativos para medicamentos y farmacos candidatos.

e Ayuda a controlar el costo general de la atencién de salud.

En la figura mostrada a continuacién, se pueden observar algunos de los aspectos no
resueltos o en vias de resolucion, relacionados con la medicina personalizada, como la
propiedad intelectual, la ética y privacidad, la formacién y adopcién en los sistemas de
salud, entre otros27.28, FIGURA 2.
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HEALTH CARE PROVIDER
EDUCATION AND ADOPTION

PERSONALIZED

MEDICINE

COMPARATIVE
EFFECTIVENESS

FIGURA 2. Aspectos relacionados con la medicina personalizada.
Fuente: Personalized Medicine CoalitionZ28.
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E. BIOMARCADORES OMICS

En distintos ambitos cientificos, se considera a la genémica como la anatomia del siglo XXI
y por consiguiente a la epigenética y a las vias de sefializacion celular, como la fisiologia de
este siglo. Los cirujanos deberiamos conocer la anatomia y la fisiologia, antes de
implementar los cuidados en nuestros pacientes.

La secuenciacion del genoma individual posee la clave para llevar a cabo la llamada
medicina gendmica personalizada?°.

El modelo que implementa una estrategia practica de medicina y cirugia personalizada, ha
sido propuesta por Brunicardi 2011, siendo su base conceptual, que el “perfil molecular
del paciente marca tanto las guias de eleccién terapéutica, como la mejora en el
seguimiento de los pacientes quirargicos”.

En la figura siguiente se muestra el modelo de medicina y cirugia genémica propuesto por
Brunnicardi en 201139, FIGURA 3.

G.I.F.T. Model For Personalized Genomic Medicine and Surgery

~ Imaging Function of o Targeted
Diagnostics Targets Therapy

*Paticnt Enrollment *Targeted, " » Functional | *Preventive

e Tissue Resource  Molecular Imaging  Studies of'il.‘argets Therapy

Center and Biobank  oyja0n0stic Chips and Motations * Standard

* Human Genome *Oncogenes Therapy

Sequencing Il ' *Tumor sTargeted

sMicroarray Suppressor Genes  Therapy

sProtein Levels *Pre-clinical *Signaling | a

“Pro - Studies Targets e

*Mctabolomics *Climical Trinks Studies
 *Clinical Trials

FIGURA 3. Modelo propuesto para una medicina y cirugia genémica personalizadas.
Fuente: Brunicardi FCH30.

Genotipo-fenotipo, gendémica, protedmica y metabolémica, conforman un conjunto de
estudios OMICs, que han modificado la forma en la que clasificamos, diagnosticamos y
tratamos las enfermedades, mejorando la investigacion biomédica y los cuidados de la
salud.

En la figura mostrada a continuacidn, se esquematiza, el tipo de muestra a analizar, las
distintas técnicas de determinacion y el andlisis de datos obtenidos para cada una de las
diferentes OMICs31, FIGURA 4.
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L,_MLM ’

Genomics Transcriptomics Proteomics Metabolomics

40,000 genes 150,000 transcripts 1,000,000 proteins 2500 metabolites
SPECIMENS Tissues, Cells Tissues, Cells Biofluids, Tissues, Cells Biofluids, Tissues, Cells
TECHNIQUES Micrcarrays DMNA Microarrays 2-DE & MALDI-TOF MS NMR, MS, GC-MS
ie SNP arrays LC ESI MS/MS

FIGURA 4. Tipos de muestra, técnicas de determinacién y andlisis de
datos para las distintas OMICs.
Fuente: Davis VW31,

Este método, representa un enfoque mas preciso, en comparacion con la medicina clinica
actual, basada hasta el momento en las pautas diagndstico-terapéuticas obtenidas a partir
de estudios realizados en poblaciones heterogéneas de pacientes32.
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F. BIOBANCO

ESTANDARIZACION Y UTILIZACION DE LOS RECURSOS DEL BIOBANCO EN LA
APLICACION CLINICA DE LA PROTEOMICA DEL CANCER GASTRICO

Los estudios iniciales para el desarrollo de nuevos biomarcadores presentaron en el
pasado una gran variabilidad entre los diferentes laboratorios. Esta situaciéon afectd
directamente al desarrollo de la investigacién clinica traslacional, por lo que ha sido
fundamental el desarrollo de infraestructuras, como son los biobancos, para el manejo
estandarizado de la muestras biolégicas33.

Los biobancos han adquirido una verdadera relevancia clinica con el desarrollo de las
distintos ~-OMICs, principalmente de la gendémica y la proteémica3+.

Para el seguimiento longitudinal de las cohortes de pacientes, los biobancos utilizan
registros vinculados de dichos pacientes a sus muestras bioldgicas, las cuales se podrian
obtener secuencialmente, incluso, a lo largo de su enfermedad3>.

Los avances en la secuenciacion del genoma y del mapa del proteoma humano, los bancos
de tejidos y los registros médicos electrdnicos, sitian la medicina personalizada a la
vanguardia de la atencion sanitaria.

En Europa, se ha desarrollado el BBMRI (Biobanking and Biomolecular Resources
Research Infra-structure) para la estandarizacion a gran escala de 280 biobancos en maés
de 30 paises.

Se requieren, tanto en gendmica como en protedmica, métodos estandarizados en relacién
con la recogida, el almacenamiento y la utilizacién de muestras clinicas con un mayor
control de calidad e idoneidad de la muestra, para asegurar la integridad de los datos y
establecer contextos comunes para la interpretacién de los resultados, de manera que los
conjuntos de datos sean comparables entre si3e.

MUESTRAS: RECOGIDA Y CONSERVACION.
RECOGIDA

Las colecciones de muestras a custodiar en los biobancos, deben ante todo, ser
representativas de una manera cualitativa y cuantitativa de los posibles cambios en los
patrones de expresion peptidica que se asocien a los cambios observados en el estado de
salud de nuestros pacientes3’.

El tejido muestral puede no ser homogéneo, siendo constituido por una mezcla de células
del parénquima, estroma, sanas, enfermas, reactivas, inflamatorias, con necrosis... por lo
que es de gran importancia tener una imagen microscopica para documentar la
complejidad presente en la muestras3s,

Deben ser procesadas inmediatamente por medios automatizados de separacion,
alicuotado y almacenaje, de tal manera que se preserve la integridad de la estructura y
funcién presentes en el momento de la recogida muestral.
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Como la adquisicién de un nimero suficiente de muestras puede llevar meses e incluso
afios, se ha de idear un sistema de almenaje estandarizado a largo plazo.

Igualmente, se deben registrar los pardmetros clinicos, radiolégicos, anatomo-
patolégicos... del paciente y su enfermedad, para luego poder ser evaluados junto con los
hallazgos de laboratorio objeto de estudio, e incluso se podrian coleccionar muestras de
los pacientes a lo largo de la evolucién de su enfermedad y correlacionarlo con los
hallazgos clinicos de respuesta al tratamiento para avanzar en el estudio de
biomarcadores futuros3’.

ALMACENAMIENTO

Los tejidos que se aislan durante la cirugia, deben ser conservados tan pronto como sea
posible, después del aislamiento.

La regla general es que la ruptura e inestabilidad de la muestra aumentaran con el
tiempos3e.

Durante el procedimiento quirtrgico, el tejido tendrd que ser transportado al servicio de
anatomia patolégica, donde un patélogo lo inspeccionarj, realizara los cortes adecuados
para el diagnoéstico histopatoldgico y luego congelara el tejido restante para su uso futuro.
Es por lo tanto inevitable que trascurra cierto tiempo entre la cirugia y la congelacién de la
muestra.

El andlisis de proteinas, es un procedimiento exigente ya que requiere tejido sin fijacién en
fresco o fresco congelado, y no existe ningin método de amplificaciéon (PCR o similar) por
lo que debe ser extraido el material suficiente para su andlisis del propio tejido, tras el
propio acto quirurgico.

Para que dicho anadlisis proteémico sea relevante, el tejido necesita ser manejado de una
forma reproducible de manera que se preserven los aspectos importantes de su proteoma
intactos. Para ello es fundamental el desarrollo de protocolos normalizados de trabajo. En
la actualidad el método de conservacién mas compatible con el posterior analisis
proteémico es el de tejido fresco congelado ya que la fijacién por reticulacién de
formaldehido, tal como se ha hecho tradicionalmente en histopatologia, es incompatible
con algunos andlisis protedmicos, lo que exige un cambio en las rutinas de manipulacion
de las muestras histopatologicas3s.

La temperatura de almacenaje es un factor critico en la preservacion de la estructura y la
funcion de los materiales almacenados.

A este respecto se pueden dividir los biobancos en dos categorias, los desarrollados antes
del afio 2000, que en su gran mayoria llevan a cabo un procesamiento manual de la
muestra y su posterior congelaciéon a -20 2C o -802C en congeladores localizados en
laboratorios generales o como colecciones de tejidos en bloque en laboratorios de
anatomia patolégica; y los desarrollados a partir del afio 2000 con un procesamiento
automatizado de la muestra y su posterior congelacién y almacenaje a temperaturas de -
802Cy -260°C.
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Se ha determinado que a una temperatura de -802C, la mayoria de las actividades
bioldgicas, tales como la actividad enzimdatica y la degradacién metabdlica son
inexistentes3é,

IDENTIFICACION ELECTRONICA

El cédigo de barras en si es Unico para cada muestra. Este cédigo establecerd una
trazabilidad de la muestra durante su vida util y es un importante elemento de control
para asegurar la integridad de la misma. Contiene informacién extensa, no sélo de los
datos del paciente, sino también de un potencial proyecto en concreto, de los parametros
del mismo y de la relacion con el tiempo de procesamiento de la muestras3e.

PROXIMA GENERACION DE BIOBANCOS

El sistema de biobancos tradicional se enfrenta a una serie de desafios como consecuencia
del desarrollo de la investigacion basada en biomarcadores, asi son, el aumento de
exigencias en seguridad y cumplimiento de cuestiones reglamentarias y de control de la
privacidad, el aumento de la externalizacién y de la colaboraciéon con socios,
proveedores... y el aumento de las expectativas cientificas, dejando de centrarse en
actividades meramente de gestion del inventario muestral3s.

Los biobancos y los registros del cancer tienen una responsabilidad colectiva para
desarrollar la normalizacién en el tratamiento de los datos y las muestras, y alcanzar asi
una medicina traslacional con éxito y comparable en los resultados de la investigacion3s.

Asi mismo, la necesidad de desarrollo de esta nueva generacién de biobancos es
mandatoria, ya que en los actuales inicamente se custodian muestras relacionadas con el
tumor primario y dada la alta heterogenicidad detectada en los tumores y su
comportamiento, es prioritario un cambio de planteamiento con la realizacion de biopsias
seriadas a lo largo de la enfermedad metastasica y asi vincular la huella molecular real con
los requerimientos terapéuticos adecuados para cada paciente en cada momento de su
enfermedad3?.

La enfermedad es un proceso, no un estado; por lo que, las muestras clinicas son
temporales y unidimensionales en un contexto dindmico de desarrollo de enfermedad#.
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G. CLASIFICACION CANCER GASTRICO

Se han propuesto diversos sistemas de clasificacion para ayudar a la descripcion del
cancer gastrico, ya sea, a través de aspectos macroscdpicos (Borrmann) o en base a su
configuracién microscopica (Ming, Carniero y Goseki)*1.

Sin embargo, varias de las guias existentes para el tratamiento del cancer gastrico
consideran a la clasificacion de Lauren o la de la OMS como referente en la toma de
decisiones terapéuticas, lo cual incide sobre la importancia de un sistema de clasificaciéon
fiable.

Durante el ultimo medio siglo, la clasificaciéon histolégica del carcinoma gastrico se ha
basado en gran medida en los criterios de Lauren, siendo los dos principales subtipos
histolégicos, el tipo intestinal y el tipo difuso. Las frecuencias relativas son
aproximadamente el 54% de tipo intestinal, el 32% del tipo difuso y el 15% para el tipo
indeterminado*z.

La clasificaciéon de la OMS 2010 del fenotipo celular reconoce cuatro grandes patrones
histolégicos de cancer gastrico: tubular, papilar, anillo de sello, mucinoso y carcinoma de
células mal cohesionado, ademas de variantes histolégicas poco comunes*3.

A continuacién mostramos una tabla que correlaciona los tipos histoldgicos segun la
clasificacién de Lauren y la clasificacion de la OMS44 TABLA VII.

Laurén classification World Health Organization classification

Intestinal type Papillary adenocarcinoma
Tubular adenocarcinoma
Mucinous adenocarcinoma
Diffuse type Signet-ring cell carcinoma and other poorly
cohesive carcinomas
Indeterminate type Mixed carcinoma
Adenosquamous Carcinoma
Squamous cell carcinoma
Hepatoid adenocarcinoma
Carcinoma with lymphoid stroma
Choriocarcinoma
Carcinosarcoma
Parietal cell carcinoma
Malignant rhabdoid tumor
Mucoepidermoid carcinoma
Paneth cell carcinoma
Undifferentiated carcinoma
Mixed adeno-neuroendocrine carcinoma
Endodermal sinus tumor
Embryonal carcinoma
Pure gastric yolk sac tumor
Oncocytic adenocarcinoma

TABLA VII. Correlacién de las clasificaciones de Lauren y de las OMS.
Fuente: Berlth F 44,
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H. MECANISMOS PATOGENICOS EN EL CANCER GASTRICO

1. GENOMICA EN EL CANCER GASTRICO

La patogenia del cancer gastrico implica tanto factores ambientales, tales como la
infeccion por Helicobacter Pylori o la susceptibilidad genética.

Entre las influencias genéticas clave, contribuyen al desarrollo del cancer gastrico, la
inestabilidad cromosomal, la inestabilidad de microsatélites, los cambios en el perfil
epigenético, incluyendo el perfil de microRNA, las mutaciones genéticas somaticas,
estudios de asociacion del genoma o polimorfismo de un solo nucle6tido#s4.

CANCER GASTRICO HEREDITARIO

La mayoria de los canceres gastricos se producen de manera esporadica, mientras que
entre un 8% y un 10% presentan un componente familiar hereditario, en relacién con
mutaciones germinales en el p53 (sindrome de Li-Fraumeni) y en el BRCAZ2.

Entre el 1 y el 3% de los canceres gastricos, se describen mutaciones en la linea germinal
del gen, que codifica la proteina de adhesiéon celular E-cadherina, provocando una
predisposicién autosémica dominante al cdncer gastrico difuso hereditario, con una
penetrancia aproximada del 70%.

Asi mismo el cancer gastrico puede desarrollarse como parte del sindrome de cancer de
colon hereditario sin poliposis (HNPCC), del sindrome de poliposis adenomatosa familiar,
incluyendo poliposis (FAP) y el sindrome de Peutz-]Jeghers+2.

CANCER GASTRICO ESPORADICO

ALTERACIONES GENOMICAS Y EPIGENOMICAS ADQUIRIDAS DURANTE LA
CARCINOGENESIS

Las nuevas tecnologias de diagnostico del cancer basadas en los perfiles "OMICs" de los
pacientes y sus interacciones, han llevado a una explosion de informacién molecular
relevante de la enfermedad, con potencial para mejorar el cuidado de los mismos.

La inestabilidad gendémica se subclasifica en inestabilidad cromosémica (CIN) e
inestabilidad de microsatélites (MSI), siendo esta tltima una via principal implicada en la
carcinogénesis gastrica y produciéndose en algo menos del 20% de todos los canceres
gastricos.

La inestabilidad cromosémica ha sido considerada durante mucho tiempo como un rasgo
distintivo de malignidad y puede ocurrir como un evento, tanto temprano como tardio, en
la progresién de la enfermedad.

La inestabilidad de microsatélites se encuentra en un 50% de los canceres gastricos
esporadicos y en gran medida es causada por cambios epigenéticos de los genes por
desajuste en la reparacion, particularmente el MSH1.
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El cambio mas comun epigenético es la hipermetilacién, que deteriora la reparacion del
ADN, con mutaciones por repeticion a nivel de los nucleotidos, afectando asi a los niveles
de expresidon de muchos genes.

El consenso general es que los canceres gastricos con altos niveles de inestabilidad de
microsatélites son mas propensos a exhibir una localizacién antral, subtipo intestinal y
una mejor supervivencia que los tumores con inestabilidad de microsatélites estable o
baja%s.

A continuacién se muestran alguna de las alteraciones genéticas y epigenéticas del cancer
gastrico en relacion con la expresion del gen, tipo de alteraciéon genética, anatomia
patolégica y el pronoéstico. TABLA VIII-IX-X46.

Genes Alterations Function Pathology Prognosis
Tumor suppressor genes
P53 M /LOH T iption factor Both Association with poor survival
APC Mutation/ LOH Signal transduction Intestinal Association with poor survival
CDHI Mutations/LOH Adhesion Diffuse Association with poor survival |
KMLHI/AMSH2 M DNA h repair Both Association with poor survival and microsatellite
bility
plé Mutations/LOH Cell cycle Both LOH of pl6 association with lymph metastasis
RIZ Mutations/LOH Nuclear - Association with microsatellite instability
histone/ protein
methyltransferase
hMSH3 M DNA h repair - Association with microsatellite instability
hMSH6 M DNA h repair - Association with microsatellite instability
PTEN Mutations/LOH protein tyrosine Both Association with TNM stage, lymph node
phosphatases metastasis and poor survival
bel-2 LOH Apop inhik E 1 A iation with depth and lymph node
metastasis
DCC LOH Cell adhesion Intestinal Association with poor survival
NM23 LOH Nucleoside Both Association with metastasis and poor survival
diphosphate kinase
p21 Loss Cell cycle Both Association with poor survival
FHIT LOH Purine metabolism Both Association with invasive depth and
microsatellite instability
BRCAL LOH Genetic instability Both Association with poor survival
Oncogenes
B-Catenin M Adh E inal A iation with poor ival and EBV-
Signal transduction associated GC
BRAF Mutations Signal transduction Both Association with microsatellite instability
K-Ras Mutations Signal ducti k 1 A ion with poor prog: and
microsatellite instability
PIK3CA Amplification Signal transduction Both Association with poor survival
Mutations
EGFR Amplification Growth factor receptor Both Association with poor survival
Tyrosine kinases
ERBB2 Amplification Growth factor Intestinal Association with poor survival
Receptor
Mutations Tyrosine kinases
ERBB3 Overexpression  Growth factor receptor Diffuse Association with poor survival
Tyrosine kinases
ERBB4 Amplification Growth factor receptor Both Association with poor survival
Tyrosine kinases
oMt Amplification Growth factor receptor Diffuse Association with poor survival
KSAM Amplification Growth factor receptor Diffuse Association with poor survival
VEGF Overexpression Growth factor E 1 A with and poer survival
D## Amplification Cell adhesion Both Association with metastasis and poor survival
PRL3 Amplification Cell signaling. Both Association with metastasis and poor survival
molecules
-Myc Amplificati T: iption factor E inal Association with poor survival
CyclinE Amplification Cell cycle regulator Both Association with poor survival
LOH: Loss of heterozygosity.

TABLA VIII. Alteraciones genéticas del cancer gastrico.
Fuente: Shi J#6,
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Gene Type of alteration Frequency Major cellular process DA-approved agent Overall survival benefit
P53 Mutation 4380% DNA damage response None Not tested
(DKN2B Homozygous deletion 9.60% DNA damage response None Not tested
BRCA2 Mutation 8.20% DNA damage response None Not tested
BRCAT Mutation 590% DNA damage response None Not tested
MDC1 Mutation 730% DNA damage response None Not tested
PIKBCA Mutation 2100% Signal transduction, growth None Not tested
PIGCA Amplification 5.00% Signal transduction, growth None Not tested
PTEN Mutation 590% Signal transduction, growth None Not tested
PIK3CG Mutation 6.40% Signal transduction, growth None Not tested
mTOR Mutation 820% Signal transduction, growth Everolimus, temsirolimus No (Ref. [83])
RPTOR Mutation 550% Signal transduction, growth evernlimus, temsirolimus No (Ref. [83])
RICTOR Amplification 7.70% Signal transduction, growth everolimus, temsirolimus No (Ref. [83])
MYC Amplification 1190% Cell cyde control None Not tested
(DKN2A Homozygous Ddetion 1050% Cell cyde control None Not tested
(DK6 Amplification 730% Cell cyde control None Not tested
CCND1 Amplification 640% Cell cyde control None Not tested
E2F7 Mutation 640% Cell cyde control None Not tested
ERBE2 Amplification 1050% RTK, gowth Trastuzumab Yes (Ref [19])
ERBE2 Mutation 5% RTK. growth None Not tested
ERBE3 Mutation 1050% RTK, growth pertuzumab Not tested
ERBB4 Mutation 9.40% RTK, growth None Not tested
IGFIR Mutation 590% RTK, growth None Not tested
EGFR Mutation 5% RTK, growth Erlotinib, gefitinib, afatanib Not tested
EGFR Amplification 540% RTK, growth Cetuxumab, panitumumab No (Refs. [11,20])
KRAS Mutation 11.40% Ras-Raf-MEK-ERK None Not tested
KRAS Amplification 540% Ras-Raf-MEK-ERK None Not tested
DAB2 Amplification 8.20% Ras-Ral-MEK-ERK None Not tested
PEG3 Mutation 9.60% Survival-death regulation None Not tested
wwox Homozygous deletion 6.80% Survival-death regulation None Not tested
(DH1 Mutation 7.80% Invasion-metastasis None Not tested
AURKA Amplification 7.30% Growth None Not tested
ARIDIA Mutation 1980% Chromatin remodeling None Not Teged
BXW7 Mutation 7.80% Ubiquitin ligase None Not tested

Comprehensive gene lists are not presented due to space constraints, and can be found in the TCGA and COSMIC databases. Data are derived from the cancer genome atlas (TCGA) and
catalog of somatic mutations in cancer (COSMIC) databases, accessed 2/2014.

TABLA IX. Alteraciones genéticas somaticas recurrentes del cancer

gastrico.
Fuente: Shi J*°.
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Genes Function Prognosis Detected in serum
DNA methylation
BRCAL DNA repair Association with age
hMLHI DNA repair Assodiation with poor survival Yes
MGMT DNA repair Association with poor survival -
RASSFIA DNA repair/Cell cycle Association with poor survival Yes
CDH1 Cell invasion/Metastasis Association with poor survival Yes
RASSF2 DNA repair/Cell cycle Association with poor survival -
P16 Cell cycle Association with poor survival Yes
IGFBP3 Cell cycle Association with lymph node metastasis -
CHFR Cell cycle Association with invasion depth,
differentiation and lymph node metastasis
P15 Cell cycle - Yes
ADAM23 Cell invasion/metastasis - -
APC Cell invasion, M with poor survival Yes
Signal transduction
LOX Cell invasion and with Helicob pylori-positivi
individuals
TIMP3 Cell invasion and metastasis Association with poor survival Yes
HAND!1 Cell & iati A with poor survival -
MLF1 Celld ation A with lymph node metastasis
PRDM5 Cell differentiation -
RORA Cell differentiation -
NDRG2 Cell A with lymph node metastasis
BNIP3 Apoptosis Association with poor survival -
DAPK Apoptosis Assodiation with poor survival Yes
™S Apoptosis Association with poor survival
FHIT Apoptosis Association with lymph node metastasis -
GSTP1 Apop £ with EBV-related gastric cancer Yes
FINc Cell morphology with poor survival -
RUNX3 Transcriptional factor, Signal Association with poor survival Yes
transduction
ZNF545 Transcriptional factor Assodiation with poor survival -
RARS Signal d A ion with poor survival Yes
HRASLS Signal transduction - -
SFRP2 Signal transduction -
SFRP1 Signal transduction Aszociation with lymph node metastasis
MicroRNAs
let-Te Tumor suppressor Association with invasion depth, lymph node
metastasis
miR-433 Tumor suppressor Association with invasion depth, lymph node GRB2
metastasis
miR-1 Tumor supp A with tumor stage
miR-20a Tumor supp £ with tumor stage
miR-27a Tumor supp £ with tumor stage -
miR-34 Tumor supp with tumor stage Bal-2, Notch, and HMGA2
miR-423-5p Tumor supp A with tumor stage -
miR-125a-5p Tumor supp . with tumor size, invasion, ERBB2
lLiver metastasis, and poor survival
miR-146a Tumor suppressor Association with lymph node metastasis, EGFR, IRAK1
venous invasion, and poor survival
miR-9 Tumor suppressor - RAB34, CDX2, and NF-xB1
miR-375 Tumor suppressor PDKI, 14-3-3zeta
miR-433 Tumor suppressor GRB2
miR-214 Oncog A with depth and lymph -
node metastasis
mR-130b Oncogenesis - RUNG

TABLA X. Alteraciones epigenéticas del cancer gastrico.
Fuente: Shi J6,

Estas alteraciones pueden ser utilizadas para la clasificaciéon de la enfermedad en
combinacidn con las clasificaciones morfolégicas convencionales.

2. PROTEOMICA EN EL CANCER GASTRICO

Defectos genéticos y epigenéticos tienen una correlacion fenotipica, cuyo resultado son
alteraciones en la funcién o regulacion de determinadas proteinas.

Asi mismo, este defecto primario puede tener consecuencias funcionales sobre las redes
de sefalizacion, ya sea dentro o entre las células.

Algunos de estos efectos secundarios pueden ser detectados Uinicamente a nivel proteico,
asi que sélo pueden ser estudiados mediante técnicas de protedmica3s.

La secuenciacién completa del genoma humano hasta el momento, ha llevado a la

identificacion de aproximadamente 20.687 genes codificadores de proteinas.
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A lo largo de los ultimos afios ha habido varias iniciativas importantes para la
caracterizacion del proteoma humano, incluyendo la creacién de un consorcio en 2001,
llamado HUPO (Human Proteome Organization) cuya misién fue, definir y promover la
proteémica a través de la cooperaciéon y colaboraciéon internacional, fomentando el
desarrollo de nuevas tecnologias, técnicas y capacitaciéon, para entender mejor las
enfermedades humanas*’.

En este proyecto (centrado en el cromosoma), se propuso caracterizar los genes
codificantes de las proteinas humanas, para comprender mejor la biologia humana y la
enfermedad.

Como estrategia experimental general, los grupos de investigacion del HPP (Human
Proteome Project) utilizaron tres pilares de trabajo: espectrometria de masas, aislamiento

de anticuerpos y herramientas bioinformaticas con sus bases del conocimiento“8. FIGURA
5.
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FIGURA 5. Pilares de trabajo de los grupos de investigacion del HPP: espectrometria
de masas, aislamiento de anticuerpos y herramientas bioinformaticas.
Fuente: Legrain P 48,

En relacién a las bases de datos, la primera base de datos manual para un total de 20000
genes humanos, fue presentada en 2008 por el grupo UniProt/Swiss-Prot?°.

Ademas, NeXtProt (www.nextprot.org) es una base de datos de conocimiento desarrollado
por el Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB, www.isb-sib.ch) para apoyar la investigacién
sobre las proteinas humanas.

Los datos basicos que figuran en NeXtProt tienen como base el cuerpo de conocimiento
extraido de UniProtKB/Swiss-Prot sobre las proteinas humanass®,

El diagrama de flujo5! propuesto para ese proyecto, se muestra a continuacién. FIGURA 6.
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FIGURA 6. Diagrama de flujo de trabajo.

Fuente: Paik YK51.

> BIOMARCADORES PROTEOMICOS EN EL CANCER GASTRICO Y EN SUS

PRECURSORES

PROTEOMICA EN LA GASTRITIS CRONICA ANTRAL

Se ha estudiado en diversos trabajos la proteomica diferencial de las proteinas expresadas

en la mucosa gastrica sana en comparaciéon con las expresadas en la gastritis cronica

antral, en el que mostramos a continuacion, fue realizada utilizando una electroforesis en

gel bidimensional y espectrometria de masas52.

Se identificaron 18 proteinas expresadas diferencialmente en la gastritis crénica antral,

en comparacién con mucosa normal correspondiente. Algunos de los datos de este trabajo

son mostrados en la FIGURA 7.
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FIGURA 7. Deteccién y andlisis de proteinas expresadas diferencialmente
en gastritis atréfica crénica.

A. Electroforesis en 2D. Las proteinas expresadas en el tejido con
gastritis cronica atroéfica, se compararon con los expresados en el tejido
normal correspondiente. 15 spots fueron identificados por
espectrometria de masas de 18 spots de proteinas expresadas
diferencialmente. B. Regiones ampliadas del gel 2-DE en la que se
muestran los spots que se han seleccionado. C. Andlisis del espectro de
los péptidos identificados.

Fuente: Zhang L52.

Por técnicas de MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization_Time-Of-
Flight), también ha sido determina la expresion diferencial de las proteinas identificadas
en las células epiteliales de la mucosa gastrica infectadas por Epstein Barr33.

ALTERACION PROTEOMICA EN EL ADENOCARCINOMA GASTRICO

Desde hace varios afios, se vienen realizando enfoques de proteémica del descubrimiento,
para analizar los perfiles de proteinas de muestras quirdrgicas con adenocarcinoma
gastrico primario y mucosa gastrica no tumoral, con el objetivo de identificar las proteinas
especificas asociadas a la enfermedad, como potenciales biomarcadores clinicos y para el
estudio de carcinogénesis>+.

Se han encontrado multiples alteraciones de proteinas en los tejidos tumorales, en
comparacion con los tejidos no tumorales.

“Protedmica dirigida en la cirugia del cancer gastrico” 40



Introduccion

Algunas de estas alteraciones implican variaciones en la expresion de las proteinas del
citoesqueleto, incluyendo un aumento en la citoqueratina 8 y en una isoforma de la
tropomiosina o una disminucién en la citoqueratina 20, entre otras.

Se han observado en los tejidos tumorales, sobre-regulaciones de las proteinas de choque
térmico y enzimas glucoliticas, indicando autoproteccidén contra las alteraciones de las
células y la creciente demanda de energia durante la transformacion malignass.

La mayoria de los biomarcadores tumorales en el diagnostico del cancer gastrico son
glicoproteinas, siendo la mas comun la mucina-5AC (MUC5AC), habiendo sido asi mismo
identificadas las proteinas siguientes: IgG, mucina 1 (MUC1), IGHM, LRG1, haptoglobina
(HP), albumina (ALB), TF, quinin6geno-1 (KNG1), alfa-1-glicoproteina acida (AGP),
ceruloplasmina (CP), A1BG, proteina de unién a vitamina D (GC), alfa-1-antitripsina
(SERPINA1), antitrombina (SERPINC1), angiotensina (AGT), CFB, inhibidor peptidasa
serpina, Clade A (SERPINA3), alfa-2-HS-glicoproteina (AHSG), Zn-alfa-2-glicoproteina
(AZGP1), CLU, ITIHZ, complementan el factor H (CFH), interalpha-tripsina HCRP inhibidor,
SERPING1 y variante de la proteina C4A (C4A)>e.

La aproximaciéon proteémica facilita la investigacion de nuevos potenciales
biomarcadores.

Los andlisis protedmica en diferentes muestras clinicas de cdncer gastrico, han sido
explorados en la sangre, jugo gastrico y tejidos, asi como en lineas celulares y modelos
animales de xenoinjerto.

De las muestras en sangre, fueron identificados y validados con expresion diferencial de
“caso-control”, las siguientes proteinas: factor precursor del complemento (CIF), C9, IPO-
38, inter-a-trypsin inhibidor H3 (ITIH3), SLe, ApoC1, ApoC3, thrombin light chain Ay MIF.

En el jugo gastrico fueron identificados y confirmados con expresion diferencial:
pepsinogen C (PGC), pepsin A, -defensin, -antitrypsin precursor y -antitryspin, gastrokine-
1 (GKN1), trefoil factor 1 (TFF1), y pepsinogen II.

La mayoria de los potenciales biomarcadores fueron determinados en muestras tisulares
de caso y control, entre los que se encuentran: serum-binding protein 1, ENO1, glucose
regulated proteins GRP78 and GRP94, cyclosporine A-binding-protein (PPIA),
peroxiredoxin-1 (PRDX1), phosphatase and tensin homolog (PTEN), MAWD-binding
protein; mitotic arrest-deficient 1-like 1 (MAD1L1), HSP27, protein CYR61, chloride
intracellular channel 1 (CLIC1), cathepsin B, GKN1, ATP-dependent RNA helicase DDX39,
lactate dehydrogenase A (LDHA), pyruvate dehydrogenase B (PDHB), hypoxia-inducible
factor (HIF), cysteine-rich intestinal protein 1 (CRIP1), -defensin-1, -defensin-2, proteins
S100A8, S100A6 and S100A9, PGC, human neutrophil peptides 1-3 (HNPs 1-3) and
macrophage migration inhibitory factor, galectin-2, ApoA1, S100P, laminin gamma 2 chain
monomer, human epidermal growth factor receptor 2 (HER2), glycolipid and GM2.

Los tejidos para el andlisis prote6mico fueron recogidos tras la resecciéon quirtrgica del
tumor, o la biopsia endoscépica. Las diferentes determinaciones protedémicas fueron
realizadas con distinta metodologia protedmica (2-DE, ProteinChip arrays, ICAT, iTRAQ) y
comparadas con el estadio tumoral, el estado del HER 2 y la diseminacién ganglionar>.
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PROTEOMICA CUANTITATIVA

La informacién detallada a gran escala, obtenida por espectrometria de masas, sobre la
abundancia de proteinas, el tipo celular, los patrones de expresion proteica en funcién del
tiempo, las modificaciones postrasducionales y las interacciones proteina-proteina, han
aportado recientemente informacién biolégica.

Esta investigacion ha permitido analizar la mayor cobertura del mapa del proteoma
humano, del que disponemos hasta el momento. El diagrama de flujo para su realizacién

se muestra a continuacion>8. FIGURA 8.
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FIGURA 8. a. Diagrama de flujo experimental para la identificacién y cuantificacién
proteica. b. Estructura y caracteristicas de la de la base de datos Proteomics DB.
Fuente: Wilhelm M>38

> CARACTERISTICAS DEL PROTEOMA HUMANO

El andlisis global de la expresion proteica, con su caracterizacién en el proteoma humano
en diferentes tejidos, se describe a continuacién en la FIGURA 9.
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FIGURA 9. Andlisis global de la expresidn proteica, con su caracterizacion
en el proteoma humano en diferentes tejidos.
Fuente: Wilhelm M58,

INTEGRACION Y UTILIDAD DEL PROTEOMA (REDES BIOLOGICAS)

En la biologia molecular, el interactoma es todo el conjunto de interacciones moleculares
en una determinada célula.

El término se refiere especificamente a las interacciones fisicas entre las moléculas, pero
también puede significar interacciones indirectas entre los genes y los productos de estos
genes, mediados principalmente por proteinas. Por ello, los interactomas se describen
como redes bioldgicas.

Existe en el momento actual la oportunidad de vincular datos procedentes de la
identificacion y cuantificacion proteica, con los datos obtenidos a diferentes niveles con
tecnologias OMICs y construir esquemas de las interacciones de las macromoléculas
identificadas en las células y en los tejidos humanos y configurar redes de conocimiento.

Los complejos proteicos y sus secuenciacion peptidicas , ademas de otras medidas directas
de proteina-proteina, proteina-acido nucleico y proteinas con sus interacciones lipidicas,
hacen posible crear diagramas para la biologia de sistemas.

Ejemplo de ello es la integracion entre las proteina y el mRNA presentado por Kuster,
201458,

Las proteinas se pueden agrupar en dos categorias, unas proteinas expresadas en un inico
tipo de célula y otras que se encuentran en todos los tejidos comunes en diferentes
organos, como por ejemplo las células endoteliales.
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Un mapa equivalente para el proteoma humano con mediciones directas de proteinas y
péptidos, ha sido desarrollado recientemente, proporcionando ademas una base para la
tecnologia protedmica y recursos informaticoss°.

3. VIAS DE SENALIZACION CELULAR

Las alteraciones genéticas y epigenéticas son mecanismos centrales de las alteraciones de
las vias de sefializaciéon oncogénicas. Alteraciones en el p53, WNT /beta catenina, Factor
Nuclear (NF)-KB y PI3K/AKT, son algunas de las alteraciones de las vias de sefializacién
oncogénica candnica, que se encuentran desrreguladas en el cancer gastrico.

La via de senalizacion fosfoinositol 3 kinasa (PI3K)/AKT regula el metabolismo y el
crecimiento celular y juega un papel importante en la tumorigénesis.

PIK3CA es una subunidad catalitica de 110 kDa de la fosfoinositol-3-kinasa y un activador
de la via de sefializacion PI3K/AKT.

La amplificacién PIK3CA, se asocia con una elevacién p-Akt, lo que sugiere que esta
alteracion genética puede ser un mecanismo importante en la activacion de la via de
sefializacion de la PI3K / AKT, que contribuye atin mas a la tumorigénesis gastrico.

PTEN codifica una fosfatasa multifuncional que regula negativamente el crecimiento
celular, la migracidn y la supervivencia a través de la via de sefializacién PI3K / Akt.

La via de sefializacion MAPK (Ras / Raf / Mek / Erk) regula una serie de actividades
celulares, tales como la angiogénesis, la proliferacion, la diferenciacion, la apoptosis y la
migracion.

La via MAPK se compone de varias kinasas, incluyendo Ras, Raf y Mek, y es a menudo
desregulada en el cancer gastrico.

El gen Ras (H-, K-, N-isotipos), que codifica pequefias proteinas G, pertenece a una familia
de oncogenes cominmente mutado y funcionan como interruptores moleculares de
numerosas cascadas de sefializacion, incluyendo la via MAPK.

La via de sefializacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) regula la
proliferacidn celular, la diferenciacién y la supervivencia y se desregula frecuentemente en
los canceres géastricos.

En un grupo de poblacién china constituida por 1758 casos de cdncer gastrico, fueron
analizados los genes ligados a la via EGFR. Una asociacion entre genes especificos de la via
de sefalizaciéon de EGFR y el riesgo de cancer gastrico fue demostrada por Li, 2013¢0.

EGFR es un miembro de la familia del receptor del factor de crecimiento y funciona como
un receptor de superficie celular de ligandos extracelulares, incluyendo el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y la transformacidn del factor alfa de crecimiento.

La unién del EGF al dominio extracelular del receptor conduce a la fosforilaciéon de su
dominio de tirosin kinasa intracelular. Esto iniciara una serie de senales intracelulares,
tales como la activacion de la via de sefalizacion MAPK.
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La sobreexpresion del EGFR se encuentra con frecuencia en cancer gastrico y se asocia
con la profundidad de la invasién y con pobre supervivencia de los pacientes con cancer
gastrico.

La amplificacién del ERBB2, puede servir como un marcador pronostico de la invasion
tumoral, metastasis en los ganglios linfaticos y mal pronéstico.

Por otro lado, la sobreexpresion del ERBB3 se encuentra con frecuencia en el cancer
gastrico, particularmente en los tumores de tipo difuso, contribuyendo a la
sobreactivacion de la via PI3K/AKT.

La amplificacién del ERBB4 en cancer gastrico esta fuertemente asociada con baja
supervivencia de los pacientes con cancer gastrico%s.

> CARACTERISTICAS DE LAS PROTEINAS Y PEPTIDOS DE LAS ViAS DE
SENALIZACION CELULAR SELECCIONADAS PARA EL ANALISIS DE
PROTEOMICA DIRIGIDA EN EL CANCER GASTRICO

PROTEINAS Y PEPTIDOS SELECCIONADOS

De la via de sefializacidn con receptores tirosin kinasa (RTKs), hemos seleccionado para su
cuantificacion las siguientes proteinas:

P00533/EGFR_HUMAN (Epidermal growth factor receptor), peptidos
IPLENLQIIRG y SPSDCCHNQCAAGCTGPR.

P28482-MK01_HUMAN, (Mitogen-activated protein kinase 1), péptido
VADPDHHDHTGFLEYVATR.

P27361- MKO3_HUMAN (Mitogen-activated protein kinase 3), peptide
RTEGVGPGVPGEVEMVK.

De la via de sefalizacion PI3K/AKT (fosfo inositol 3-kinasa, con receptores
serine/treonine-protein kinase), hemos seleccionado la protein P31749-AKT1_HUMAN
(RAC-alpha serine/threonine-protein kinase), péptido EEWTTAIQTVADGLK.

Y por ultimo, de la via de senalizacién que responden al estimulo del TGFbeta (factor
transformante del crecimiento), con receptores serina/threonina kinasa, hemos
seleccionado la proteina P62942- FKB1A_HUMAN (Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
FKBP1A), péptido GWEEGVAQMSVGQR.

Algunos de los medicamentos citados a continuacién , son dianas terapeuticas de las
proteinas elegidas para su cuantificacién por metodologia protemica dirigida del cancer
gastrico: Erlotinib(Tarceva) inhibidor del EGFR (con objetivo en las mutaciones del EGFR),
Trametinib DMSO (Inhibidor de MEK , siendo sus objetivos la via RAS-RAF/MEK) y el
Everolimus (inhibidor de la via mTOR, con objetivo en las mutaciones en la via
fosfoinositol 3 kinasa-AKT).
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Mutaciones de genes reparadores del DNA presentes en el cadncer gastrico tienen como
farmaco el Temozolomid, mientras que con el carboplatino pueden ser tratados los
pacientes con mutaciones en la vias de reparacion del DNA.

Para la identificacidn de su papel en el organismo humano, hemos utilizado la informacién
de la base de datos www: proteomicsdb.org>s.

CARACTERISTICAS
VIA DE SENALIZACION CON RECEPTORES TIROSIN-KINASA (RTKS)
« PO00533/EGFR_HUMAN (Epidermal growth factor receptor), secuencias

peptidicas IPLENLQIIRG y SPSDCCHNQCAAGCTGPR

El nombre del gen es “EGFR” (ERBB, ERBB1, HER1). Su acceso a UniProt AC/ID viene
determinado por la denominacion P00533/EGFR_HUMAN. En el homo sapiens esta
localizado en el cromosoma 7

Los dominios de la estructura del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano
P00533-EGFR_HUMAN se muestran en la FIGURA 10.

- SREIIN s3I

FIGURA 10. Estructura del receptor del factor de crecimiento epidérmico.
Fuente: Wilhelm M58,

El EGFR1 consta de las siguientes isoformas, que son mostradas en la TABLA XI.

PROTEIN | UNIPROT_AC UNIPROT_ID DESCRIPTION LENGTH | MASS UNIQUE_PEPTIDES

EGFR EGFR_HUMAN P00533-1 EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR | 1210 1.342.761 HOMO SAPIENS (HUMAN)
ISOFORM 3 OF EPIDERMAL GROWTH

EGFR EGFR_HUMAN P00533-3 FACTOR RECEPTOR 705 773.114 HOMO SAPIENS (HUMAN)
ISOFORM 4 OF EPIDERMAL GROWTH

EGFR EGFR_HUMAN P00533-4 FACTOR RECEPTOR 628 692.274 HOMO SAPIENS (HUMAN)
ISOFORM 2 OF EPIDERMAL GROWTH

EGFR EGFR_HUMAN P00533-2 FACTOR RECEPTOR 405 446.637 HOMO SAPIENS (HUMAN)

TABLA XI. Taxonimia de la proteina EGFR (p00533) con sus isoformas.
Fuente: Wilhelm M58

La isoforma 1 (P00533-1) es conocida como p170. Ha sido considerada como la secuencia
candnica y tiene una longitud de 1,210 y una masa (Da): 134,761.
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La isoforma 2 (P00533-2) es conocida como p60, truncada, TEGFR. La secuencia de esta
isoforma difiere de la secuencia canénica en 404-405: Tiene una longitud de 405 y una
masa (Da) de 44,637.

La Isoforma 3 (P00533-3) es conocida como p110. La secuencia de esta isoforma también
difiere de la secuencia candnica, tiene una longitud de 705 y una masa de 773.114

En la isoform 4 (P00533-4) la secuencia difiere también de la secuencia canénica y tiene
una longitud de 628 y una masa (Da) de 692.274.

La intensidad media de EGFR P00533 en el estdémago, tanto en el hombre como en la
mujer, es de 4,43. FIGURA 11.
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FIGURA 11. Intensidad media del EGFR en el estémago humano.
Fuente: Wilhelm M58,

Péptido SPSDCCHNQCAAGCTGPR

La masa media de este péptido es de 1806.67 y la masa monoisotdpica es de 1805.67. Su
localizacion es entre 226-244.

Masa Posicién Secuencia peptidica

1806.6775 226-244 SPSDCCHNQCAAGCTGPR

TABLA XII. Caracteristicas de la secuencia peptidica

SPSDCCHNQCAAGCTGPR
Fuente: Wilhelm M58,
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Se encuentra formando parte de la estructura del dominio Fu. FIGURA 12.

Domains within Homo sapiens protein EGFR_HUMAN (P00533)
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PSDCCHNQCAAGC TGPRESOCLVCRKFRDEATCKDTCPPLMLY

FIGURA 12. Estructura del dominio FU en el que se encuentra la
secuencia peptidica PSDCCHNQCAAGCTGPR.
Fuente: Wilhelm M58,

En este dominio falto el amino acido S del inicio de la secuencia

Dominio semejante al dominio FU, es el Pfam Furin like, no represetnado en el esquema.
Esta localizado entre el 177 y el 338 de la proteina EGFR P00533. Es una regién también
rica en cisteina.

Su secuencia peptidica estd compuesta por los siguientes aminoacidos:

SMDFQNHLGSCQKCDPSCPNGSCWGAGEENCQKLTKIICAQQCSGRCRGKSPSDCCHNQCAAGC
TGPRESDCLVCRKFRDEATCKDTCPPLMLYNPTTYQMDVNPEGKYSFGATCVKKCP

Este dominio estd implicado en el mecanismo de transduccién de sefiales por los
receptores tirosin kinasa, para la agregacion del receptor. Es una proteina del receptor
transmembrana para la fosforilacion, que introduce grupos fosfato en la proteina y esta
vinculado al ATP.

La secuencia peptidica elegida para el andlisis en el cancer gastrico fue
SPSDCCHNQCAAGCTGP
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El espectro de los fragmentos del péptido se muestra en el siguiente grafico en relacién
con la intensidad relativa, la masa y la carga. FIGURA 13.

4 SPSDCCHNQCAAGCTGPR —
- miz 678.9300 (3+) 0.00 ppm =
¥ File: D0519_B07_PO03774_BO0_ADD_R1 Scan 2477
SIPISID+=C+C—+H+N+Q+C—HAIMG-C 4T GP +—R — eIl
R-PGET +COAAFC+QtN+H+C+C+D4$IP-5- |8
125% 3
o
=
- =)
100% T =
&
=5
o
= =
2 75%
£ <
2 P
% CQ‘ @ =
b 50% I
ol
=
25% = o
g el s 5
: - g%% = B 7 39
Allete [ LS B e ) lan; y18-H2O
S II” = AT w-| |= || i = 1158212
0% d 1 it P 8 Pl TR O i
0 500 1000 1500 | Fe et
0.3
02
= 01 < -
0.0 R —r Grin i G oy
01
miz

FIGURA 13. Fragmentos ionizados del péptido SPSDCCHNQCAAGCTGPR.
Fuente: Wilhelm M58,

Péptido IPLENLQIIR

El péptido IPLENLQIIR tiene un Mw (masa media) de 1208.73 y Mw (masa monoisotdpica
): 1208.73] Esta localizado en la posiciéon 110. TABLA XIII.

Masa Posicion | Secuencia del péptido
1208.7361 110 IPLENLQIIR

TABLA XIII. Caracteristicas de la secuencia peptidica IPLENLQIIR.
Fuente: Wilhelm M58,

La secuencia peptidica IPLENLQIIR se encuentra ubicada en el dominio Recep_L,
(IPR000494); es un dominio de membrana Pfam y esta localizado en el receptor entre el

57-168. FIGURA 14-15.
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Recep_L_domain domain
This is a Pfam domain. Please see the Recep_L_domain entry in
Pfam for full annotation.

Position: 57 to 168
E-value: 3.4e-33 (HMMER3)

Recep_L_ain

Accession: PFO1030

Description:
Interpro - e " : .
S The type-1 insulin-like growth-factor receptor (IGF-1R) and Insulin receptor (IR) are
closely related members of the tyrosine-kinase receptor superfamily .. (full abstract)

(IPROC0D494):
GO component: membrane (G0:0016020)

Pfam domain sequence (112 aa):

[ Submitto BLAST | | Copy to clipboard |

NCEVVLGNLEITYVQRNYDLSFLRTIQEVAGYVLIALNTVERIPLENLQIIRGHMYYENS
YALAVLSNYDANKTGLKELPMRNLQEILHGAVRFSNNPAL CNVESTIQWRDIV

FIGURA 14. Receptor L-dominio (IPR000494). Nombre corto: Recep_L_dom
Fuente: Wilhelm M58,

El receptor L del dominio Pfam del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se relaciona
con otra porcidn extracelular de otros receptores tirosin kinasa, como el IGF-1R (receptor

del factor de crecimiento similar a la insulina, tipo 1).

4 IPLENLQIR —
> miz604.8700 (2+) 0.01ppm =
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FIGURA 15. Fragmentos ionizados del péptido IPLENLQIIR 100-110
Fuente: Wilhelm M58,
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* P28482-MKO1_HUMAN (Protein kinasa mitdgeno activada)

En el organismo humano la protein kinasa mitégeno activada o P28482-MK01_HUMAN
(Mitogen-activated protein kinase), esta localizada en el cromosoma 22. El nombre del gen
es MAPK1 (ERK2, PRKM1, PRKM2) y el acceso a UniProt AC/ID es P28482/MK01_HUMAN.

Esta proteina tiene una longitud de 360, una masa de 41.3892 Da. Hay otra isoforma
descrita con la misma secuencia peptidica, isoform 2(P28482-2), que se produce por
splicing alternativo. La estructura del MKO1 con sus dominios estd representada en la
FIGURA 16.

Domains within Homo sapiens protein MK01_HUMAN (P28482)

Mitogen-activated protein kinase 1

.w

FIGURA 16. Estructura de la proteina MK01
Fuente: Wilhelm M58,

La cascada MAPK / ERK media diversas funciones bioldgicas tales como el crecimiento
celular, adhesion, supervivencia y la diferenciaciéon a través de la regulacién de la
transcripcion, transduccién y reordenamientos del citoesqueleto.

Juega también un papel en la iniciacién y regulacion de la meiosis, mitosis y las funciones
postmitéticas en células diferenciadas mediante la fosforilacién de factores de
transcripcion.

La masa media en el estdmago de mujer de la proteina MKO1 es de 5,82. FIGURA 17.
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FIGURA 17. Masa de la proteina MKO1_Human de 5,82 en el estdémago de mujer.
Fuente: Wilhelm M58,

En la posicién 173-191 de la secuencia peptidica completa de la Mitogen-activated protein
kinase 1 (P28482), se encuentra localizado el péptido VADPDHHDHTGFLEYVATR,

seleccionado para el andlisis.

Péptido VADPHDHTGFLTEYVATR

La masa media de este péptido es de 2144.28, mientras que la monoisotopica es de

2143.00. TABLA XIV.

Masa

Posicion

Secuencia péptido

2144.0043

173-194

VADPDHDHTGFLTEYVATR

TABLA XIV. Caracteristicas de la secuencia peptidica

VADPHDHTGFLTEYVATR
Fuente: Wilhelm M58,

La posicion es entre 173 -194 en el dominio serina threonina kinasa. FIGURA 18.
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Domains within Homo sapiens protein MK01_HUMAN (P28482)

Mitogen-activated protein kinase 1

T SMART domain:S_TKe EEEEET
E-value:7.47e-96 e
Start:25

S_TKc domain

This is a SMART S_TKc domain (full annotation).

Position: 2510313
E-value: 7.47282438709914e-96 (HMMERZ)

SMART ACC: SM0O00220
Definition:  Serine/Threonine protein kinases, catalytic domain
Description: Phosphotransferases. Serine or threonine-specific kinase subfamily.

Interpro Protein phosphorylation, which plays a key role in most cellular activities, is a reversible
abstract process mediated by protein kinases and phosphoprotein phosphatases. Protein kinases
(IPR0O02290): catalyse the transfer .. (full abstract)

GO process: protein phosphorylation (GO:0006468)
GO function: protein kinase activity (GO:0004672), ATP binding (GO:0005524)

S_TKc domain sequence (289 aa):
| Submitto BLAST | | Align with the SMART ali| t | | Copy toclipboard |
YTNLSYIGEGAYGMVCSAYDNVINKVRVATKKISPFEHQTYCORTLREIKILLRFRHENIT
GINDIIRAPTIEQMKDVYIVQDLMETDLYKLLKTQHLSNDHICYFLYQILRGLKYIHSAN
VLHRDLKPSHL LLNTTCDLKICDF GLARVADPDHDHTGF LTEYVATRIYRAPEIMLNSKG
YTKSIOTWSVGCILAEMLSNRPTFPGKHYLDQLNHTLGTLGSPSQEDLNCTTNL KARNYL
LSLPHKNKVPWNAR LFPHADSKALDL LDKMLTFNPHKRIEVEQALAHPYL

FIGURA 18. Estructura del dominio serina threonina kinasa.
Fuente: Wilhelm M58,

El espectro de los fragmentos del péptido se muestra en el siguiente grafico en relacion
con la intensidad relativa, la masa y la carga. Figura 19.
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4 VADPDHDHTGFLTEYVATR = @
Q"-D miz715.6700 (3+) 0.01 ppm =
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FIGURA 19. Fragmento ionizado del péptido VADPHDHTGFLTEYVATR.
Fuente: Wilhelm M58,

« P27361 MK03_HUMAN (Mitogen-activated protein kinase 3)

En el organismo humano esta proteina esta localizada en el cromosoma 16. El nombre del
gen es MAPK3 (ERK1, PRKM3) y el acceso a UniProt es AC/IDP27361/MK03_HUMAN

Entre los procesos bioldgicos, participa en el sistema de la coagulacion, en la inmunidad
innata, en el dafio al DNA, en la condrogénesis, en la apoptosis y en el ciclo celular. La
estructura y funciéon es similar a la descrita para el MKO1

Isoformas

En Uniprot, la isoform 1 (P27361-1) estd considerada como la secuencia canénica. La
longitud es de 379 y la masa total son 431.351 Da.

La Isoforma 2 (P27361-2): la secuencia de esta isoforma difiere de la secuencia canénica
en la posicién de la 259-302: missing. La longitud es de 335 y la masa (Da) es 38.275

La Isoforma 3 (P27361-3), también conocido como: ERK1b. La secuencia de esta isoforma
difiere de la secuencia canoénica en la posiciéon 340-379. La longitud es de 357 y la masa

(Da): 40.088
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La expresion media de esta proteina en el estdmago del hombre es de 5,6 . FIGURA 20.

Summary | Sequence Coverage | ProteaseMap | Proteotypicity PeplidesMSMS | Reference Peptides | Projects

Mitogen-activated protein kinase 3 (P27361)

Biological Source: /| Tissue Fluid Cell Line

Quantification o MS1 us2

Scope: ) Proteomes Affinity

Calculation Method: « BAQ Top3

Body Visualization: female + male Median protein expression

tissues 0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 35 40 45 50 5560

FIGURA 20. Expresion media de la proteina MKO3 en el estémago en el
hombre es de 5,6.
Fuente: Wilhelm M>38,

La posicién de la secuencia peptidica RTEGVGPGVPGEVEMVK de esta proteina es entre el
18-29. FIGURA 21-22

Domains within Homo sapiens protein MKO03_HUMAN (P27361)

Mitogen-activated protein kinase 3

‘a “133 ‘2oa ‘303

Low complexity region

This is a region of low compositional complexity,
as detected by the SEG program. The region
starts at position 18 and ends at position 29.

Low complexity region (12 aa):
| Submit to BLAST | |C0pytoc]ipboard|
EGVGPGVPGEVE

Figura 21. Estructura de la proteina MKO03.
Fuente: Wilhelm M58,
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FIGURA 22. Fragmento ionizado del péptido RTEGVGPGVPGEVEMVK.
Fuente: Wilhelm M58,

ViA DE SENALIZACION PI3K/AKT (FOSFOINOSITOL 3-KINASA, CON
RECEPTORES SERINE/TREONINE-PROTEIN KINASE)

e P31749-AKT1_HUMAN (RAC-alpha serine/threonine-protein kinase).

En la especie humana esta localizado en el cromosoma 14. El nombre del gen es
AKT1(PKB, RAC). El acceso a UniProt AC/ID: P31749/AKT1_HUMAN

En los procesos biolégicos se comporta como transductor, kinasa, participa en la
diferenciacion en la coagulacidn de la sanre, apoptosis, receptor acoplado a la proteina G,
metabolismo de la glucosa, biosintesis de glucégeno, en la respuesta inflamatoria en la
biogénesis y degradacion de los cilios y en la regulacién de la translacion.

Estructura del AKT1. FIGURA 23.

Domains within Homo sapiens protein AKT1_HUMAN (P31749)

RAC-alpha serine/threonine-protein kinase

FIGURA 23. Estructura de la proteina AKT1.
Fuente: Wilhelm M58,

SMART PH dominio, se define como dominio de homologia Pleckstrin

Localizada en 6 2 110., con 105 aminoacidos

56

“Protedmica dirigida en la cirugia del cancer gastrico”



Introduccién

El dominio PH posee multiples funciones, incluyendo la capacidad para unirse al inositol
fosfato y a varias proteinas. En el dominio PH, se describen mutaciones en el gen Brutons
tirosin kinasa (Btk), ligado al cromosoma X, responsable de agammaglobulinemia en los

pacientes. FIGURA 24.

This is a SMART PH domain (full annotation).

Position:
E-value:

SMART
ACC:

Definition:

Description:

Interpro
abstract
(IPR001849):

8.50447815982191e-17 (HMMER2)

SM000233

Pleckstrin homology domain

Domain commonly found in eukaryotic signalling proteins. The domain family
possesses multiple functions including the abilities to bind inositol phosphates, and
various proteins. PH domains have been found to possess inserted domains (such as
in PLC gamma, syntrophins) and to be inserted within other domains. Mutations in
Brutons tyrosine kinase (Btk) within its PH domain cause X-linked
agammaglobulinaemia (XLA) in patients. Point mutations cluster into the positively
charged end of the molecule around the predicted binding site for phosphatidylinositol
lipids

Pleckstrin homology (PH) domains are small modular domains that occur in a large

variety of proteins. The domains can bind phosphatidylinositol within biological
membranes and proteins such as the ...(full abstract)

PH domain sequence (105 aa):

_Submitto BLAST | | Align with the SMART alig || Copy toclipl

IVKEGWLHKRGEYIKTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDVDQREAPLNNF SVAQCQLMKT
ERPRPNTFIIRCLQWTTVIERTFHVETPEEREEWT TAIQTVADGL

FIGURA 24. Estructura del dominio SMART PH.

Fuente: Wilhelm M58,

Secuencia peptidica EEWTTAIQTVADGLK. FIGURA 25.
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FIGURA 25. Fragmento ionizado del péptido EEWTTAIQTVADGLK.

Fuente: Wilhelm M58,
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ViA DE SENALIZACION CON RESPUESTA AL ESTIMULO DEL TGF BETA
(FACTOR TRANSFORMANTE DEL CRECIMIENTO), CON RECEPTORES
SERINA/THREONINA KINASA)

e P62942- FKB1A_HUMAN (Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A)

El nombres de la proteina recomendado es Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A
(EC: 5.2.1.8) y su nombre acortado PPlase FKBP1A

Son nombres alternativo(s): 12 kDa FK506-binding protein (12 kDa FKBP), FKBP-12,
Calstabin-1, FK506-binding protein 1A(FKBP-1A), Immunophilina FKBP12, Rotamase.

Esta localizada en el cromosoma 20. El nombre del gen es FKBP1A (FKBP1, FKBP12) y el
acceso a UniProt AC/ID es P62942 /FKB1A_HUMAN.

Son funciones de esta proteina:

La proteina es una prolil cis-trans isomerasa que se une a los inmunosupresores FK506 y
rapamicina. Los dos farmacos inhiben la proliferacidon de células T mediante la detencién
de dos vias de transmision de sefiales citoplasmaticas diferentes. Interactia con varias
proteinas de transduccién de sefiales intracelulares que incluyen el receptor de TGF-beta
tipo I. Mantiene inactivo el TGFBR1, TGF-beta tipo I del receptor serina/threonina kinasa.
Previene la activacion del receptor de TGF-beta en ausencia de ligando. Capta SMAD7 en el
receptor activina 1B (ACVR1B) que impide la asociacién de SMAD2 y SMAD3 con el
receptor de activina, bloqueando de este modo la sefal de activina. Puede modular la
actividad de los canales de calcio RYR1.

Dentro de las funciones de regulacidn enzimatica el FKBP1A es inhibido por el FK506 y la
rapamicina. La proteina codificada por este gen es un miembro de la familia de las
inmunofilinas, que desempefian un papel en la inmunorregulaciéon y en los procesos
celulares basicos que implican plegamiento de proteinas.

La proteina tiene una longitud de 108 y una masa de 119.506. TABLA XV.

PROTEIN UNIPROT_AC UNIPROT_ID DESCRIPTION LENGTH MASS
FKBP1A FKB1A_HUMAN P62942 Peptidyl-prolyl cis-trans 108 119.506
isomerase FKBP1A

TABLA XV. Caracteristicas de la proteina FKBP1A.
Fuente: Wilhelm M58,

Localizacién en un dominio Pfam con una secuencia de 93 aminoacidos entre 13-105.
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La secuencia peptidica elegida para el andlisis GWEEGVAQMSVGQR esta en posiciéon 60 a
72. FIGURA 26-27.

Domains within Homo sapiens protein FKB1A_HUMAN (P62942)
Peptiayl-protyl cis-trans isomerase FKEF1A

=

FKBP_C domain

This is a Pfam domain. Please see the FKBP_C entry in Pfam for full |
annotation an
_ FKBP.C
Position: 13 fo 108

E-value: 3.2e-36 (HMMERS)
Accession: PF0O0254
Description:

Synonym(s): Peptidylprolyl cis-trans isomerase
Interpro abstract

(IPR001179): FKBP-type peptidylprolyl isomerases (EC 52.1.8) in vertebrates, _(full
abstract)
GO process: protein folding (GO:0006457)

Pfam domain sequence (93 aa):
|_Submitto BLAST |
GRTFPKRGQTCVYA

FIGURA 26. Estructura de la proteina FKBP1A.

Fuente: Wilhelm M58,
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FIGURA 27. Fragmento ionizado del péptido GWEEGVAQMSVGQR.
Fuente: Wilhelm M58,

4. BIOMARCADORES DEL ESTADO DE LA INMUNIDAD DEL HUESPED
EN EL CANCER GASTRICO

Debido a la complejidad de la respuesta inmunitaria individual, asi como a nivel de
poblacién en general, no ha sido posible hasta ahora definir los pardmetros (genéticos o
ambientales) que constituyen un sistema inmune sano y su variabilidad natural.

Un estudio poblacional sobre una poblacién de 1000 personas, ha tenido como objetivo
identificar los determinantes genéticos y ambientales de las variaciones del
inmunofenotipo en estado de salud, lo que permite identificar la heterogeneidad de la

respuesta inmune®!. FIGURA 28.
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FIGURA 28. Determinantes genéticos y ambientales de las variaciones
del inmunofenotipo en estado de salud.
Fuente: Galon J61,

La clasificacion de tumores de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propone una
aproximacion multiparamétrica al diagnéstico de las enfermedades, integrando datos
clinicos, morfolégicos, fenotipicos y genotipicos caracteristicos de cada entidad, en la que
se incluye el estudio del inmunofenotipo tumoral por citometria de flujo

Recientemente, se ha sugerido que el desarrollo del cancer, es controlado por el sistema
inmune del huésped, de ahi la importancia de incluir biomarcadores inmunolégicos para
la prediccidn de pronoéstico y la respuesta a la terapia, un concepto que se ha denominado
"immunoscore"é1.

El desarrollo de un sistema de clasificacion que ademas de los “Omics” incluye
componentes inmunoldgicos podria ser una herramienta valiosa mas alla de la evaluacién
histopatolégica y del sistema de clasificacion TNM empleados actualmente.
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Objetivos

En el momento actual, las plataformas OMICs, con tecnologia gendmica de alto
rendimiento y/o tecnologia proteémica, proporcionan una oportunidad unica para
identificar y generar hipotesis acerca de las enfermedades y dar respuesta a la eficacia de
los tratamientos frente a nuevos biomarcadores.

Son los objetivos de nuestro proyecto.
1.- Analizar los mecanismos moleculares actualizados del cancer gastrico.

2.- A partir de muestras procedentes de tejido gastrico de ratén, definir la metodologia
proteémica a emplear, en muestras biolégicas heterogéneas como son las del tejido
gastrico humano.

3.- Identificar proteinas con metodologia protedmica del descubrimiento, la expresion
proteica diferencial en el tejido sano y tumoral del estémago humano.

4.- Estratificar y clasificar estos tumores en base a criterios clinicos, anatomopatolégicos y
moleculares.

5.- Realizar por metodologia protedémica dirigida, cuantificacién de secuencias peptidicas
de las proteinas implicadas en diferentes vias de sefalizacion celular, que participan en la
carcinogénesis gastrica.

6.- Desarrollar nuevos biomarcadores para el diagnostico, pronoéstico, tratamiento y
seguimiento del cancer gastrico.

7.- Analizar sus implicaciones en las decisiones terapéuticas especialmente las quirturgicas.
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Material y métodos

A. SELECCION DE PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

Este trabajo se ha llevado a cabo mediante la colaboracién de los Servicios de Cirugia
General del Hospital de Galdakao, Hospital Universitario de Cruces y el Servicio de
Proteémica SGIKER de la UPV/EHU (miembro de ProteoRed-ISCIIl) y del Grupo de
Dinamica de Flujos Ambientales del Instituto CEAMA de la Universidad de Granada.

Para el estudio fueron recogidos diez y nueve pacientes afectos de cancer gastrico.

Todos los pacientes dejaron constancia de su aceptacién en la participacién del proyecto
mediante la firma de su consentimiento informado después de recibir un formulario
estandar, que declara que las muestras de la biopsia seran analizadas y se utilizaran para
fines de investigacion.

El material utilizado procedente de las intervenciones quirtrgicas realizadas en estos
centros, fueron vehiculizados a través de los biobancos de ambos hospitales.

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
Tuvieron criterios de inclusién, todos aquellos pacientes con diagnéstico anatomo-
patoldgico de adenocarcinoma gastrico.

Como criterios de exclusion, se consideraron aquellos pacientes que no estuvieran
dispuestos a firmar o dar el consentimiento informado, carcinomas metastasicos
derivados de otros érganos, pacientes con tumores muy grandes o con posibilidades de
sangrado del tracto gastrointestinal, que pudieran dificultar o imposibilitar la
visualizacién de las lesiones, embarazadas o en fase de lactancia y pacientes menores de
edad.

TAMANO MUESTRAL
Fueron analizados 19 casos de pacientes afectos de un carcinoma gastrico, mostrando uno
de ellos un tumor multiple, con tres carcinomas gastricos en diferente localizacién.

Ademas del andlisis de los casos, como control fueron recogidas muestras de zonas de
mucosa del propio paciente libres de infiltracién tumoral, alejadas de la/las tumoraciones.

Factores de riesgo de carcinoma gastrico: infecciéon por Ebstein Barr/ Helicobacter Pylori,
gastritis atréfica, anemia perniciosa.

Localizacion tumoral

Clasificacion de Bormann, Lauren y WHO

Sexo, edad, raza, bebedor, fumador, hipertensidn, dislipemia, cardiopatia.
Antecedentes inmunolégicos, oncolégicos, otros.

Procedimientos quirdargicos, quimioterapia y radioterapico. (Ver en capitulo de resultados
de la tesis: datos epidemioldgicos)

Consideraciones éticas: comité de ética de investigacion clinica (estudio aprobado por el
comité de ética y de investigacion clinica de Euskadi). ANEXO A.

“Protedmica dirigida en la cirugia del cancer gastrico” 67



Material y métodos

Normas de buena practica clinica: consentimiento informado. ANEXO B.

Documentacidn de financiacidn de proyecto de investigaciéon EHU11/25. ANEXO C.

B. METODOLOGIA DE RECOGIDA DE MUESTRAS

El estdmago extraido fue transportado en fresco tras su extirpacién al biobanco-
laboratorio de anatomia-patolégica de cada uno de los hospitales previamente
mencionados, donde tras ser examinado por el anatomopato6logo se procedié a embeber el
tejido sano y tumoral de cada uno de los casos en parafina (para su estudio histolégico
habitual) y en OCT (para su conservacion a -802C por el biobanco correspondiente, hasta
su utilizacién).

C. CRITERIOS DE SELECCION DE PROTEINAS Y PEPTIDOS

A la hora de seleccionar las proteinas y péptidos a monitorizar en este estudio se han
seguido 2 criterios:

- Proteinas con probada participacién en procesos cancerigenos en general y/o
dianas terapéuticas.

- Péptidos que identifiquen especificamente a las proteinas seleccionadas y que
hayan sido detectados por espectrometria de masas en el Servicio de Prote6mica de la
UPV/EHU

En base a los criterios mencionados se han seleccionado las siguientes proteinas y
péptidos: TABLA XVI

Péptido Proteina Cdédigo uniprot Descripcién
IPLENLQIIRG EGFR_HUMAN | P00533 Epidermal growth factor
receptor
SPSDCCHNQCAAGCTGPR EGFR_HUMAN | P00533 Epidermal growth factor
receptor
VADPDHDHTGFLTEYVATR | MKO1_HUMAN | P28482 Mitogen-activated  protein
kinase 1
RTEGVGPGVPGEVEMVK MKO03_HUMAN | P27361 Mitogen-activated  protein
kinase 3
EEWTTAIQTVADGLK AKT1_HUMAN | P31749 RAC-alpha serine/threonine-
protein kinase
GWEEGVAQMSVGQR FKB1A_HUMAN | P62942 Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase FKBP1A

TABLA XVI. Secuencia de los péptidos cuantificados e informacién de la
proteina a la que pertenecen.
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D. METODOLOGIA DE CUANTIFICACION DE LOS PEPTIDOS
SELECCIONADOS MEDIANTE TECNICAS DE CROMATOGRAFIiA
LIQUIDA-ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM

EXTRACCION DE PROTEINAS A PARTIR DE TEJIDO.

Para homogeneizar el tejido hemos utilizado el homogeneizador Precellys®24 (Bertin
Technologies). Los tejidos estaban incluidos en OCT (Optimal Cutting Temperature).
Hemos cortado manualmente el exceso de OCT, para seleccionar tnicamente la mayor
parte de tejido, intentando conseguir un minimo de 50 mg de tejido y hemos seguido dos
protocolos de lavado diferentes:

- CARNOY: limpiezas consecutivas en etanol 70% durante 1 min, etanol 100%
durante 1 min, CARNOY (etanol/cloroformo/acido acético en proporcién 6:3:1) durante 4
min, etanol 100% durante 1 min, acido trifluoroacético 0.2% durante 1 min y etanol
100% durante 1 min.

- PBS: limpieza del tejido en PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na;HPO,, 2
mM KH2P04).

Cuando se comprobé que los resultados obtenidos con ambos métodos de limpieza eran
muy similares (ver resultados) se decidi6 limpiar todas las muestras de este estudio con
PBS solamente. FIGURA 29.

(@ (d)

FIGURA 29. Imagenes del proceso de limpieza de las muestras. (a)
Estémago con adenocarcinoma gastrico. (b) Tejido gastrico incluido en
OCT. (c) Extirpacién mecanica del excedente de OCT con bisturi. (d) 50 mg
de tejido introducido en un tubo Eppendorf etiquetado con el n? asignado
al paciente, tumor/sano.
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Una vez lavados los tejidos se han homogeneizado en la solucién de lisis SDT (SDS 4% y
DTT 0,1 M en Tris-HC1 0,1 M pH 7,6) con la ayuda de bolitas de zirconia/silice de 1,0 mm
de diametro (BioSpec). Dependiendo del tejido analizado se han ajustado el numero de
ciclos, velocidad y tiempo de homogeneizado. FIGURA 30.

FIGURA 30. Proceso de homogenizado de los tejidos analizados. De
izquierda a derecha se muestra: una imagen del homogeneizador
Precellys 24, la adicién de la solucién de lisis al tejido, la colocacion de
los tubos en el homogeneizador Precellys 24 y una imagen de la muestra
antes (derecha) y después (izquierda) del homogenizado.

http://youtu.be/GteGuLN38SU

Hemos sonicado el homogeneizado durante 3 minutos para reducir la viscosidad y a
continuacion lo hemos incubado a 95 °C durante 5 minutos. Finalmente, el extracto crudo
fue centrifugado a 16000 x g durante 10 minutos a 20 °C, transfiriendo el sobrenadante a
tubos Eppendorf de 1,5 ml para su almacenaje a -80 °C.

DETERMINACION DE PROTEINA TOTAL.

Hemos determinado la cantidad de proteina de los homogeneizados de los tejidos
mediante el uso del kit BCA™ Protein Assay Kit - Reducing Agent Compatible (Thermo
Scientific). Medimos a continuacién la densidad dptica a una longitud de onda de 562 nm
en el espectrofotémetro y calculamos la concentracion proteica de cada muestra.

DIGESTION DE PROTEINAS MEDIANTE FASP.

Hemos eliminado el detergente y realizado la digestién de las proteinas con tripsina
mediante el protocolo FASPé2, Para ello, hemos mezclado 400 ul de urea 8 M urea en
Tris/HC1 0,1 M, pH 8,5 (UA) con alicuotas de los homogeneizados equivalentes a 100 ug de
proteinas, en filtros Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filter Unit with Ultracel-30 membrane
(Millipore) y centrifugado a 14000 x g durante 15 minutos y a 20 °C. Hemos repetido este
paso, pero afladiendo 300 ul de UA en vez de los 400 pl de la primera vez.

A continuacién se afiade 100 pl de iodoacetamida 50 mM en UA a los filtros y se incuban
las muestras durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Lavamos los
filtros tres veces con 200 p de UA seguidos de tres lavados con 100 pL. de NH4HCO3 50 mM.
Finalmente, hemos anadido 40 uL de tripsina (Roche) en NH;HCO3; 50 mM a cada filtro en
una proporcion de proteina enzima de 100:1.
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Las muestras se incuban a 37 °C durante 16 horas y se recogen los péptidos mediante
centrifugacion y posterior lavado de los filtros con 50 pL de NH HCO3 50 mM.

Los filtrados resultantes son desalados mediante la utilizacién de columnas C-18 Micro
SpinColumn™ (Harvard Apparatus). Para el analisis PRM, hemos afiadido a la muestra el
digerido de enolasa (MassPREP Enolase Digestion Standard, Waters) o los péptidos
marcados isotépicamente (Thermo Scientific).

ANALISIS LC-MS/MS.

Para el analisis de los péptidos por espectrometria de masas se han utilizado dos equipos
diferentes y 3 modos de adquisiciéon dependiendo de los objetivos del analisis: TABLA XVII

Sistema de cromatografia Espectrometro de masas Modo de adquisicién
NanoAcquity (Waters) SYNAPT HDMS (Waters) MSE
EASY nLC-1000 (Thermo Scientific) | Q EXactive (Thermo Scientific) | DDA
EASY nLC-1000 (Thermo Scientific) | Q EXactive (Thermo Scientific) | Targeted-MS2

Tabla XVII: Combinaciones de equipos y modos de adquisiciéon utilizados
en este estudio.

NanoAcquity-SYNAPT HDMS (Waters)

Los péptidos digeridos se cargaron en una precolumna Symmetry 300 C18 (180 Bm x 20
mm) (Waters) conectada a una columna analitica BEH130 C18 (75 Bm x 200 mm, 1.7 Bm)
(Waters). Los péptidos se eluyeron directamente al nanoemitter mediante un gradiente
lineal de 3% a 40% de acetonitrilo en 0.1% de 4cido formico durante 120 min y a un flujo
de 300 nl/min.

Los espectros de masas se adquirieron usando el modo de adquisiciéon independiente de
datos (MSE-Data Independent Acquisition)63. Brevemente, se realizaron adquisiciones de
masa alternas de 1 s a baja (6 eV) y alta (12-35 eV) energia de colisién y el “offset” de radio
frecuencia (RF) se ajust6 de modo que los espectros se adquirieron en un rango de m/z de
350 a 1990. Los espectros se analizaron manualmente con el programa MassLynx 4.1
(Waters).

EASY nl.C100-Q Exactive (Thermo Scientific)

Hemos realizado el analisis LC-MS/MS en un espectrémetro de masas Q Exactive (operado
en modo “data dependent acquisition (DDA)” o “parallel reaction monitoring (PRM)”)
acoplado a un sistema cromatografico Easy-nLC 1000 nanoUPLC System.

Los péptidos digeridos se cargaron en una precolumna Acclaim PepMap100 (75 Bm x 2
cm, Thermo Scientific) conectada a una columna analitica Acclaim PepMap RSLC (50 Bm x
15 c¢cm, Thermo Scientific). Los péptidos se eluyeron directamente al nanoES Emitter
(Thermo Scientific) mediante un gradiente lineal de 5% a 30% de acetonitrilo en 0.1% de
acido férmico durante 90 o 240 min y a un flujo de 300 nl/min.
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Para el analisis DDA el Q Exactive se ha operado en modo Full MS/dd-MS2? (Top15). Los
espectros MS se adquirieron a una resolucién de 70000 (m/z 200) y los espectros de
fragmentacién a 17500 (m/z 200). Para la seleccién de los péptidos hemos utilizado una
ventana de 2.0 th y para la fragmentacién de los péptidos hemos aplicado una energia de
colisién normalizada de 28. El tiempo mdaximo de inyeccién fue de 120 ms para las
adquisiciones MS y MS/MS y se utilizaron valores de AGC de 3e¢ para las adquisiciones MS
y de 5e5 para las MS/MS.

Los espectros fueron procesados con Proteome Discoverer 1.3 (Thermo Scientific). Hemos
seleccionado 10 ppm y 0.05 Da como tolerancia para los precursores y fragmentos
respectivamente y se permitié un maximo de 1 omisién de corte para la tripsina. Hemos
seleccionado la carbamidometilacién de cisteinas como modificacion fija y la oxidacién de
metioninas como modificacién variable y hemos utilizado una base de datos SwissProt
humana (versiéon 2013_05). Se permitié una tasa de falsos positivos maxima del 1 %.

Los resultados obtenidos los hemos exportado a Microsoft Office Excel (Microsoft) para su
posterior andlisis. Para el analisis funcional de las proteinas identificadas se ha utilizado el
programa STRAP (Software Tool for Rapid Annotation of Proteins)é. Se ha obtenido
informacién de function, catalytic activity, GO-Biological Process, GO-cellular component,
GO-Molecular Function.

Para el analisis PRM el Q Exactive se ha operado en modo “Targeted-MS2”. Para la
seleccion de los péptidos hemos utilizado una ventana de 2.0 th y para la fragmentacién de
los péptidos hemos aplicado una energia de colisién normalizada de 28. El tiempo méaximo
de inyeccion fue de 500 ms y hemos utilizado un valor de AGC de 5e5. Los espectros se
adquirieron a una resoluciéon de 17500 (m/z 200).

Los espectros fueron procesados con Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Scientific) para la
identificacion de los péptidos seleccionados. Hemos seleccionado 10 ppm y 0.05 Da como
tolerancia para los precursores y fragmentos respectivamente y hemos permitido un
maximo de 1 omision de corte para la tripsina. Hemos seleccionado la
carbamidometilacion de cisteinas como modificacidn fija, la oxidacién de metioninas y el
marcaje isotépico pesado como modificaciones variables y también hemos utilizado una
base de datos SwissProt humana (versién 2013_05). Para la cuantificacion relativa de los
péptidos hemos utilizado el programa Skyline v 2.565. Todos los picos integrados han sido
inspeccionados de forma manual para verificar su correcta asignacidn y los valores totales
del area del pico han sido exportados a Microsoft Office Excel (Microsoft) para su posterior
analisis.

La normalizacién de la sefial de los péptidos monitorizados se ha realizado de dos formas
diferentes:

- Utilizacion de un péptido exdgeno para normalizar todos los péptidos monitorizados: en
este caso se afiadi6 a cada muestra 100 fmol de un digerido de enolasa de levadura
(MassPREP Enolase Digestion Standard, Waters) y se monitorizé la sefial del péptido
VNQIGTLSESIK en todas las muestras. Las variaciones en la sefial se cuantificaron y se
utilizaron para normalizar la sefial del resto de péptidos monitorizados.

- Utilizacién de péptidos pesados (marcaje amino-terminal 13C¢!5N4-R y 13C615N3-K)
especificos de todos los péptidos monitorizados. Los péptidos marcados los hemos
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afladido a cada muestra en idéntica cantidad y tienen un comportamiento igual a los
péptidos naturales. La presencia de los péptidos marcados nos ha permitido normalizar la
intensidad del péptido natural frente al péptido pesado y obtener una cuantificaciéon
comparable y repetible. Para la optimizacién del método hemos analizado los péptidos
marcados isotopicamente mediante aproximaciones “Full MS”, “Full MS/dd-MS2?” y
“Targeted-MS2”. Los m/z seleccionados se incluyeron en una lista de inclusién y se
aplicaron las ventanas de tiempos de retencion en base a los resultados obtenidos en la
optimizacion del método.

En todos los casos hemos calculado los cocientes sano/tumor para cada péptido e
individuo. Estos valores se han utilizado para la comparacién de la cuantificacién entre
individuos.

Como resumen mostramos el flujo de trabajo desarrollado en este estudio.

La plataforma clinica, creada para el desarrollo del proyecto, de los Hospitales de Cruces y
Galdakao, incluyen los datos clinicos de los pacientes, procedentes del Osabide Global y
los estémagos extraidos por el grupo investigador de los pacientes intervenidos
quirurgicamente por cancer gastrico.

Estos, son remitidos a los biobancos correspondientes, donde el anatomopatdlogo
selecciona las muestras para el estudio histopatoldgico y para los analisis protedmicos.

Almacenadas a -809 se envian al Servicio de Proteomica-SGIKER UPV/EHU, para la
limpieza del OCT, homogeinizacidn, digestion triptica y adicién de péptidos pesados, para
el andlisis de protedmica dirigida y cuantificacién de las proteinas.

La informacion de los datos de los cocientes de cuantificacion de los diferentes péptidos
analizados son remitidos via informatica al Grupo de Dindamica de Flujos Ambientales de
la Universidad de Granada, para el andlisis de los datos. Posteriormente se integra la
informacién de los datos clinicos, moleculares y proteicos. Finalmente se le explican los
resultados de la investigacidn al paciente. FIGURA 31.
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FIGURA 31. Flujo de trabajo llevado a cabo en este estudio.
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Resultados y discusiéon

A. DATOS EPIDEMIOLOGICOS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

Las caracteristicas de los datos epidemiolégicos de los 19 pacientes con cancer gastrico analizados en funcidn del sexo, edad, raza, estilos de vida,
antecedentes personales de enfermedades, como hipertension, diabetes, enfermedades inmunoldgicas u oncolégicas y otras enfermedades se
describen en la tabla mostrada a continuaciéon. TABLA XVIII-XIX-XX-XXI.

“Protedmica dirigida en la cirugia del cancer gastrico” 77



Resultados y discusiéon

DATOS EPIDEMIOLOGICOS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

HIPERTENSION | DIABETES CARDIO- ANTECEDENTE ANTECEDENTE
PACIENTE SEX0 EDAD RAZA BEBEDOR | FUMADOR ARTERIAL MELLITUs | DISLIPEMIA | oo o T ORIO (NMUNBLOCIED ANCOLOEICD OTROS
T2ZN2MO (2007)
(NO QAT CELL) ——
1 HOMBRE 84 CAUCASICA NO EX NO s si ACFA NO LSD+LINFADEN. | ., oot o ENAL
RT ADY
NOQMT [%)
2 HOMBRE 79 CAUCASICA | MODERADO NO NO NO NO NO NO NO NO
‘ < MIOCARDIOPATIA
3 HOMBRE 64 CAUCASICA NO EX si NO NO A NO NO NO
. URTICARIA
FIBRILACION FACTICIA
AURICULAR
4 MUJER 74 CAUCASICA NO NO si si NO ERITEMA NO NO
MIOCARDIOPATIA VASOMOTOR
DILATADA
ROSACEA
i METAPLASIA
5 HOMBRE 60 CAUCASICA LEVE NO NO NO NO NO NO NO ANTRAL (2008)
pT2ZcNOMO
PROSTATA
6 HOMBRE 77 CAUCASICA NO NO si NO NO EPOC SEVERO NO (2004) ESQUIZOFRENIA
BLOQUEO
ANDROGENICD
INFARTO AGUDO
% ¢ i ¢ DE MIOCARDIO- ALERGIA
7 HOMBRE 80 CAUCASICA LEVE si si NO si Ty S NO NO
(2006)
8 MUJER 84 CAUCASICA NO NO si si NO NO NO NO NO
OSTEOPOROSIS
GONARTROSIS
9 MUJER o1 CAUCASICA NO NO si NO NO NO NO NO H]STE}SSE{SM]A *
ANEXECTOMIA
CATARATAS

(*) LOBECTOMIA SUPERIOR DERECHA + LINFADENECTOMIA RADIOTERAPIA ADYUVANTE. NO QUIMIOTERAPIA
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DATOS EPIDEM IOLOGICOS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

HIPERTENSION | DIABETES CARDID- ANTECEDENTE ANTECEDENTE
EACIENTE; | {SEXD EDAD RAZA BEBEDOR: | FUMADOR ARTERIAL | MerLrTus | DBSUPEMIA | peopraToRIO | INMUNOLOGICO ONCOLOGICO OTROS
CARCINOMA
BAPILAR
TRANSICIONAL
10 MUJER 74 CAUCASICA NO NO si NO NO ACFA NO GRADO 11 NO NO
INFILTRANTE
VEJIGA Ta (1990)
NO QMT [*]
ADENOCARCINOMA
TRASMURAL BILLROTH Il POR
11 HOMBRE 75 CAUCASICA NO EX si ND NO NO NO VESICULA BILIAR | ULCUS DUDDENAL
(1997 [1998)
NOQMT [*]
1SQUEM1A
i i . FIBRILACION LACUNAR (2002)
12 HOMBRE 77 CAUCASICA NO EX si ND si N.{q:ﬂnclggl‘;?gs NO NO B AREOT
EMBOLIA
FEMORAL
. j TEP (¥ NEUMONIA POR
13 HOMBRE 54 CAUCASICA NO s NO NO NO ALERGIA CROMO NO LEGIONELLA
[MAYO 2012)
[2010)
RESECCION
TRANSANAL
T3NOMO (2005) ->
AMPUTACION
14 HOMBRE 61 CAUCASICA NO EX si NO si NO NO ABDOMINO- GASTRITIS
PERINEAL
5 FLUOURACILO-
FOLINICO ¥6CICLOS
RT: 45Gy [+
15 MUJER [ CAUCASICA LEVE NO NO NO NO NO NO NO NO

(*] NO QUIMIOTERAPIA (*¥) TROMEOEMBOLISMO PULMONAR DURANTE NEOADYUVANCIA (***] RADIOTERAPIA: 45 GRAYS
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DATOS EPIDEM IOLOGICOS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

PACIENTE SEXO EDAD RAZA BEBEDOR | FUMADOR | HIPERTENSION | DIABETES | DISLIPEMIA CARDIO- ANTECEDENTE ANTECEDENTE OTROS
ARTERIAL MELLITUS RESPIRATORIO INMUNOLOGICO ONCOLOGICO

16 HOMBRE a2 CAUCASICA NO EX NO NO NO HIPERTROFIA ANATOMIA PATOLOGICA LINFOMA NO QUERATOSIS

VENTRICULAR GANGLIO LINFATICO HODGKIN ACTINICA

1ZQUIERDA CERVICAL DCHO: FOLICULAR BAJO
CD-45 [+) CD-20 [+) CD-10 GRADO (1-2) | EPSTEIN BARR
(+) bel-2 (+) ESTADIO IVA B]
R-CVP X5

INMUNOFENOTIPO DE CIELOS: CITOMEGALO

MEDULA OSEA: 41% DE HASTA 2010 (*) VIRUS (+)

LINFOCITOS B Y CLONALES
CD-19 (+) CD-20 (] Y MANTENIMIENT
CADENA DESUPERFICIE | ORITUXIMAR /3

LAMBDA. DE ELLOS: 11% MESES X 8
CD10 (+) bel2 [+) ¥30% CICLOS HASTA
RESTANTE NEGATIVOS 2012
CARIOTIPO DEMEDULA | RECIDIVA MAYO
OSEA: 2014
EN 4 METAFASES SE ADENOPATIA
OBSERVA UNA INGUINOFEMOR
TRASLOCACION t(6:14) AL RT: 230Gy
AGOSTO 2014 ()
+
CICLOFOSFAMID
A
+PREDNISONA
INICIO OCTUBRE
2014

(¥) R-CVP: RITUXIMAE + CICLOFOSFAMIDA + VINCRISTINA + PREDNISONA
(**) RADIOTERAPIA: 30 GRAYS
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DATOS EPIDEMIOLOGICOS DE LOS PACIENTES INCLUfDOS EN EL ESTUDIO

PACIENTE

SEX0

EDAD

RAZA

BEBEDOR

FUMADOR

HIPERTENSION
ARTERIAL

DIABETES
MELLITUS

DISLIPEMIA

CARDID-
RESPIRATORIO

ANTECEDENTE
INMUNOLOGICO

ANTECEDENTE
ONCOLOGICO

OTROS

17

MUJER

82

CAUCASICA

NO

NO

NO

51

NO

NO

NO

NO

QUERATOSIS
ACTINICA

PROTESIS TOTAL
CADERA DCHA

DEPRESION

18-19-20 (*)

MUJER

52

caUCcAsIca

NO

NO

NO

NO

NO

NO

INMUNODEFICIENCIA
COMUN VARIABLE
[1994)

NO

GASTRITIS
CRONICA
HELICOBACTER
PYLORI ()

METAPLASIA

POLIPOS
ADENOMATOSOS
GASTRICOS

CONTROL
ENDOSCOPICO DE
LARGA EVOLUCION

BRONQUIECTASIA
LOBULO INFERIOR
1ZQUIERDO

OSTEOPOROSIS

21

HOMBRE

74

CAUCASICA

EX

NO

NO

NO

NO

NO

NO

HERNIOPLASTIA
INGUINAL
BILATERAL

(*) CATALOGADO COMO PACIENTE 18-19-20:

SEREFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS,
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B. TRATAMIENTO MEDICO CRONICO DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

Las caracteristicas de los tratamientos crénicos de los 19 pacientes con cancer gastrico analizados se describen en la tabla mostrada a continuacion.
TABLA XXII.
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TRATAMIENTO CRONICO
PACIENTE H]FERTENEI&NAR ERIAL DIABETES MELLITUS DISLIPEMIA EARDIEIFAT"IA NEmDFATIﬁ GﬁSTRUFATiﬂ |NMLFNC|F'ATI-A ﬂNCDPﬂTiﬁ OTROS
1 ) NO SIMVASTATINA M"’;Eé%%ﬁ'ﬁ FULMICORT | OMEPRAZOL No RADIOTERAPIA (2007) COMDROSAN
2 NG Ko NO NO NG ND T T KO
EMCONCOR . ” . = - - -
3 ACOVIL NO BELMALIP NO NO NO NO NO NO
14 LOBIVON Ko No SINTROM SERETIDE | OLMESARTAN | LEVOCETIRIZINA w0 e
5 Ne KC NO ) Ne NO NO No N0
AKINETON
MODECATE
o - . : . . . . PLUTANIDA
6 ENALAFRIL Ne NO NO No MO DECAFEFTYL DESDE 2004 | [FEUTANIDA
HALGPERIDOL
MOLAXOLE
P = ZARATOR : E = - = ZYLORIC
k LOVIBON NO EZETROL PLAVIX NO ZANTAC NOo NO NOLOTIL
MOXON . Y x n E y :
] . NG NO NO NG NO KO MO LORAZEPAM
= - - . " - - DSTINE
E) AMERIDE Ko NO No NO NoO No No AR
10 LOEIVON NG NO NO NO NO Ko NO LORAZEFAM
. - S - . . r TARDYFERON
11 INDAPAMIDA ) NO NO NG NO MO N il s
FINASTERIDE
1z AMLODIFING Ko SIMVASTATINA | SINTROM NO NO NO wo BIMATOPROST
PARACETAMOL
13 WO Ho ND NO CLEXANE OMEPRAZOL MO MO nO
. : 7 £ s EFU-FULEN[EDXE CICLOS -
14 ENALAPRIL MO NO KO OMEPRAZOL NO e O
15 xo Ko ND NO No OMEFRAZOL Mo N LORAZEFAM
R-CVP X5 (2010)
16 N0 ) No NO Ne NO NEUPGGEN + R-CVFP R/3 M.X B (2012) OMNIC OCAS
RT (306y) + £/P (2014) (*7)
OFTOVITEB1Z
17 KO METEORMINA No No Ne OMEPRAZOL No Ko LORATEPAM
CITALOPRAM
. z . " » . o : - HIDROFEROL
18-15-20 (9 O NG ND NO NO NO INMUNOGLOBULINA N SR
21 5o Ko ND No Ne xO xo No NC

(*) S FLUDURACILO-FOLINICO X6 CICLOS. RADIOTERAPIA: 45 GRAYS (2005). (**) RITUXIMAE + CICLOFOSFAMIDA + VINCRISTINA + PREDNISONA X 5 CICLOS (2010). RITUXIMAE / 3 MESES X 8 CICLOS (2012),

GRAYS3) + CICLOFOSFAMIDA /PREDNISONA (2014). (***) CATALOGADO COMO PACIENTE 18-19-20: SEREFIERE A 1 PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCROMNICAS.

TABLA XXII. Tratamientos crénicos recibidos por los pacientes incluidos en el estudio.
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C. TRATAMIENTO QUIRURGICO DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL
ESTUDIO

Las caracteristicas del tratamiento quirurgico realizado, asi como sus complicaciones

postoperatorias de los 19 pacientes con cancer gastrico analizados se describen en la tabla
mostrada a continuacién. TABLA XXIIL.

. . p . COMPLICACION ESTADIO
PACIENTE DIA INTERVENCION GASTRECTOMIA LINFADENECTOMIA POSTOPERATORIA UICe
SUBTOTAL + Y ROUX
1 27/06/2012 LAPAROSCOPICA 1 NO 1A
RECONVERTIDA
SUBTOTAL + Y ROUX
2 24/07/2012 VIDEOASISTIDA 2 NO 11IB
SUBTOTAL + Y ROUX
3 23/08/2012 LAPAROSCOPICA 1B NO 1A
RECONVERTIDA
TOTAL +Y ROUX
4 04/09/2012 VIDEOASISTIDA 2 NO IIIA
TOTAL +Y ROUX
5 13/09/2012 VIDEOASISTIDA 1B NO 1ic
REINTERVENCION
6 23/10/2012 SU\?%%%‘%S;S%%%UX 1B SANGRADO LINEA 1A
GRAPAS PIE DE ASA
SUBTOTAL + Y ROUX REINTERVENCION
7 13/11/2012 VIDEOASISTIDA 1B ESPLENECTOMIA e
SUBTOTAL + Y ROUX
8 20/11/2012 VIDEOASISTIDA 1B NO 1A
SUBTOTAL + Y ROUX
9 29/11/2012 VIDEOASISTIDA 1B NO 1A
SUBTOTAL + Y ROUX
10 15/05/2013 VIDEOASISTIDA 2 NO 1B
TOTAL + Y ROUX )
11 21/05/2013 LAPAROTOMICA + 2-RAIZ MESO YEYUNO NO v
ESPLENECTOMIA
SUBTOTAL +Y
12 18/06/2013 . ROUX 1 NO IIA
VIDEOASISTIDA
SUBTOTAL +Y
13 19/06/2013 ROUX 2 NO 1A
VIDEOASISTIDA
TOTAL + Y ROUX
11 02/07/2013 VIDEOASISTIDA 1B No L
SUBTOTAL +Y
15 02/08/2013 ROUX 2 NO A
VIDEOQASISTIDA
SUBTOTAL + Y ROUX
16 12/11/2013 VIDEOASISTIDA 1 NO IB
SUBTOTAL + Y ROUX
17 27/05/2014 LAPAROTOMICA 1 NO 1B
REINTERVENCION
POR FUGA MUNON
18-19-20 (¥) 09/06/2014 {ggﬁg&%‘:ﬁgﬁ 2 DUODENAL- [IB-IA-1A
DRENAJE
PERCUTANEOQ
TOTAL +Y ROUX
21 29/10/2013 LAPAROTOMICA + 2 NO 1A
ESPLENECTOMIA

(PACIENTES 12-13-14-15 MARCADOS EN NEGRITA Y SUBRAYADO) HAN RECIBIDO ESQUEMA DE NEOADYUVANCIA. (*)
CATALOGADA COMO N218, 19 Y 20, SE REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS
DIFERENTES SINCRONICAS.

TABLA XXIII. Tratamiento quirtrgicos realizados en los pacientes
incluidos en el estudio.
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D. TRATAMIENTO ONCOLOGICO DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL
ESTUDIO

Las caracteristicas del tratamiento neoadyuvante y adyuvante realizado, asi como el
prondstico de los 19 pacientes con cancer gastrico analizados se describen en las tablas A
y B mostradas a continuacién. TABLA XXIV.
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NEOADYUVANCIA ADYUVANCIA
QUIMIO RADIO ESTAD{O TRATAMIENTO
PACIENTE QUIMIOTERAPIA RADIOTERAPIA RECURRENCIA
TERAPIA TERAPIA vIcC RESCATE
1 NO NO 1A NO NO NO NO
JUNIO 2014: CAPECITABINA +
2 NO NO 1B 5-FU/LVX 6 () 45Gy () METASTASIS RADIOTERAPIA
SUBMUCOSA RECTAL | NOVIEMBRE 2014
JULIO 2014: EOX ()
3 NO NO 1A 5-FU/LVX 6 (*) 45Gy () METASTASIS SEPTIEMBRE 2014
HEPATICAS
AGOSTO 2014: DESESTIMADA
4 NO NO 1A 5-FU/LVX 6 () 45Gy () METASTASIS ADYUVANCIA POR
SUPRARRENAL MORBILIDAD
5 NO NO 1IC 5-FU/LV (80%) X 6 (*) 45Gy () NO NO
6 NO NO 1A NO NO NO NO
FEBRERO 2013:
FEBRERO 2013: XELOX (80%) +
7 NO NO 11IC NO NO CARCINOMATOSIS EPREX ()
HERILONECTE ABRIL 2013:
PACLITAXEL
8 NO NO 11A NO NO NO NO
9 NO NO 11A NO NO NO NO
10 NO NO 1B 5-FU/LVX 6 () 45Gy () NO NO
5-FU + FOLINATO
11 NO NO v h DESESTIMADA NO NO
CALCICOX 6 (*)
SEPTIEMBRE 2014:
OBSTRUCCION
DESESTIMADA POR T
12 EOX X3 (=) NO A MORBILIDAD NO INTESTINAL POR NO
e CARCINOMATOSIS
PERITONEAL.
13 EOX X3 () NO 1A EOXX 3 () NO NO NO
ULIO 2014:
;mv JULIO 2014:
14 EOX X3 () NO 1B EOXX 3 () NO TUMORAL XELIRI (80%) X 6
ADENOPATICA (=)
15 EOX X3 () NO 1A EOX X3 () NO NO NO
16 NO NO IB NO NO NO NO
DESESTIMADA X
17 NO NO 1B DESESTIMADA NO NO
CIRROSIS
18-19-20
* NO NO 11B-1A-IA NO NO NO NO
21 NO NO 1A NO(&) NO NO (&) NO (&)

TABLA XXIV. Neoadyuvancia y adyuvancia de los pacientes incluidos en

el estudio.
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PRONOSTICO

1 A 30 MESES NO

2 1B 29 MESES NO

3 A 28 MESES NO

4 A 27 MESES NO

5 1IC 27 MESES NO

6 IA 26 MESES NO

7 1IC 25 MESES 11/06/2013

8 A 25 MESES NO

9 A 25 MESES NO

10 1B 19 MESES NO

11 v 19 MESES NO

12 1A 18 MESES 26/09/2014

13 A 18 MESES NO

14 1B 17 MESES NO

15 1A 15 MESES NO

16 IB 13 MESES NO

17 1B 7 MESES NO
18-19-20 (*) | IIB-IA-IA 6 MESES NO

21 A 14 MESES NO

() 5-FU/LV : 5 FLUOROURACILO + LEUCOVORIN DURANTE 6 CICLOS + RADIOTERAPIA: 45 GRAYS. (--) EOX :
EPIRRUBICINA + OXALIPLATINO + XELODA (CAPECITABINA) DURANTE 3 CICLOS. (--) XELOX + EPREX: XELODA
(CAPECITABINA) + OXALIPLATINO + ERITROPOYETINA. (---) XELIRI: XELODA (CAPECITABINA) + IRINOTECAN DURANTE
6 CICLOS. (&) PACIENTE 21 DESARROLLA UN CARCINOMA BRONQUIOLO-ALVEOLAR NO MUCINOSO ESTADIO IV:
CK7+/CK20-/TTF1+ TRATADO EN 12 LINEA: GEFITINIB + ACIDO ZOLEDRONICO/22 LINEA: PEMETREXEB + ACIDO
ZOLEDRONICO -> GEN EGFR MUTADO (MUTACION G719X EN EXON 18) POR TECNICA DE PCR. (PACIENTES 2-3-4-5-10-11
MARCADOS EN NEGRITA) HAN RECIBIDO ESQUEMA DE ADYUVANCIA. (PACIENTES 12-13-14-15 MARCADOS EN NEGRITA
Y SUBRAYADO) HAN RECIBIDO ESQUEMA DE NEOADYUVANCIA. (¥) CATALOGADA COMO N218, 19 Y 20, SE REFIERE A
UNA PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS. (PACIENTES 7-12
SOMBREADOS) FALLECIERON A LOS 25 Y 18 MESES RESPECTIVAMENTE.

TABLA XXV. Prondéstico de los pacientes incluidos en el estudio a cierre

del mismo (Diciembre 2014)
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E. LOCALIZACION TUMORAL, CLASIFICACION HISTOPATOLOGICA Y
GRADO DE DIFERENCIACION DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL

ESTUDIO

Las caracteristicas de estos datos de los 21 canceres gastricos analizados se describen en
la tabla mostrada a continuacién. TABLA XXVI.

HELICOBACTER EPSTEIN .
PACIENTE LOCALIZACION LAUREN-VIENA BORMANN WHO-JAPONESA G
PYLORI BARR !
1 ND ND ANTRO DIFUSO 1 POBREMENTE COHESIVO 3
2 ND ND ANTRO INTESTINAL 1l TUBULO-PAPILAR 23
INCISURA
3 ND ND ANGULARIS INTESTINAL 1l ND 2
4 ND ND CARDIASHSIEWERT INTESTINAL 1l TUBULO-PAPILAR-MUCINOSO 2
5 O] ND ANTRO INTESTINAL 11 TUBULO-PAPILAR 3
6 ND ND ANTRO INTESTINAL 1l TUBULO-MUCINOSO 2
MIXTO (TUBULO-
7 ND ND ANTRO INDETERMINADO 1l PAPILAR/ANILLO DE SELLO) 3
8 ND ND CUERPO ANTRO INTESTINAL I TUBULO-PAPILAR 2
9 +) ND ANTRO INTESTINAL 1 PAPILAR 2
MIXTO (TUBULO-
10 ND ND ANTRO INDETERMINADO 1 PAPILAR/POBREMENTE 3
COHESIONADO)
MIXTO
11 ND ND CUERPO INDETERMINADO 1l ADENONEUROENDOCRING 123
12 ND ND ANTRO INTESTINAL 11 MUCINOSO 2
13 ND ND ANTRO DIFUSO 1 POBREMENTE COHESIONADO 3
14 ND ND CUERPO INTESTINAL 1l TUBULAR 2
15 ND ND ANTRO INTESTINAL 1l TUBULAR 2
16 ND ND CUERPO INTESTINAL 1l MUCINOSO 2
TUBULO-PAPILAR
17 ND B ANTRO INTESTINAL I 3
INFILTRANTE
PAPILAR
18 (%) O] ND CUERPO INTESTINAL 1l 2
ULCERATIVO-INFILTRANTE
19 (%) O] ND ANTRO INTRAMUCOSO I PAPILO-VELLOSITARIO 1
CUERPO
20 (¥) O] ND INTRAMUCOSO I ANILLO SELLO 1
ANTRO
21 ND ND FUNDUS CUERPO INTESTINAL 1 INFILTRANTE 2

ND : NO DESCRITO. (-) AUSENTE. (+) PRESENTE. (*) CATALOGADO COMO PACIENTE 18-19-20: SE REFIERE A UNA

PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS.
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F. CLASIFICACION TNM Y DATOS HISTOPATOLOGICOS RELACIONADOS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

Las caracteristicas de estos datos de los 21 canceres gastricos analizados se describen en la tabla mostrada a continuaciéon. TABLA XXVII-XXVIII-XXIX.
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DATOS HISTOPATOLOGICOS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

REACCION
i INFILTRADO BORDES
PACIENTE TNM INMUNOHISTOQUIMICA GASTRITIS ASOCIADA DESMOPLASICA ]
LINFOCITARIO RESECCION
1 pT3NOMO LVi-PN- (+) NO GASTRITIS CRONICA - + LIBRES
) GASTRITIS CRONICA PROXIMAL
2 pT4aNZMO LVi- PN+ () NO METAPLASIA-DISPLASIA ; ; AFECTADO
) HER2 (2+) -> FISH (-) ->
3 pT3N2MO LVi+ PN+ (+) SISH NO VALORABLE (-) NO LIBRES
4 pT3N2MO LVi+ PN+ () NO NO - - LIBRES
. GASTRITIS CRONICA-
5 pT4aN3aMo0 LVi+ PN+ (+) NO METAPLASIA - - LIBRES
. GASTRITIS CRONICA-
6 pT1bNOMO LVi- PN- (-) NO METAPLASIA + + LIBRES
) GASTRITIS CRONICA-
7 pT4aN3bMO LVi+ PN+ (+) HER2 (1+) () METAPLASIA + - LIBRES
) GASTRITIS CRONICA-
8 pT2N1MO LVi+ PN- (+) NO METAPLASIA + + LIBRES
9 pT3NOMO LVi- PN- () NO GASTRITIS CRONICA ACTIVA + + LIBRES

(-) LVI / PN: INFILTRACION VASCULO-LINFATICA / INFILTRACION PERINEURAL (-) AUSENTE. (+) PRESENTE. () HER2 (2+) INTERMEDIO: TINCION DE MEMBRANA, AL MENOS
LATERAL, MODERADA (VISIBLE CON LO OBJETIVOS DE X10-X20) EN AL MENOS EL 10% DE LAS CELULAS TUMORALES. ESTUDIO DE AMPLIFICACION DEL GEN ERBB2 POR
HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE (FISH) CON HER-2 DNA PROBE KIT II (PATHVYSION). NEGATIVO: - ERBB2/CEP17 <2 Y SENALES ERBB2/CELULA <4. ESTUDIO DE
AMPLIFICACION DEL GEN ERBB2 POR HIBRIDACION IN SITU CON PLATA (SISH) DE LABORATORIOS ROCHE (DUAL ISH), CON SONDA DE DOBLE SENAL (GEN ERBB2 Y CROMOSOMA
17): NO VALORABLE. () HER2 (1+) NEGATIVO TINCION DE MEMBRANA, AL MENOS LATERAL, CASI IMPERCEPTIBLE (VISIBLE SOLO CON EL OBJETIVO DE X40) EN AL MENOS EL
10% DE LAS CELULAS TUMORALES.
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DATOS HISTOPATOLOGICOS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

REACCION
i INFILTRADO BORDES
PACIENTE TNM INMUNOHISTOQUIMICA GASTRITIS ASOCIADA DESMOPLASICA J
LINFOCITARIO RESECCION
) GASTRITIS CRONICA-
10 pT3N1MO LVi- PN+ (+) NO METAPLASIA + - LIBRES
) GASTRITIS CRONICA-
11 pT3NOM1 LVi- PN- (+) NO METAPLASIA-DISPLASIA - - LIBRES
GASTRITIS CRONICA-
12 ¥T3NOMO LVi- PN- (+) HER2 (0) (1) METAPLASIA-LAGOS MOCO - + LIBRES
EN UN GANGLIO
INFLAMACION CRONICA-
13 ¥T3N2MO LVi- PN- (+) NO HIPERPLASIA DE CELULAS + + LIBRES
ENDOCRINA
GASTRITIS CRONICA-
14 i -(- HER2 (0) () LIBRES
14 T3N3aM0 LVi+ PN- () HER2.(0 METAPLASIA-DISPLASIA * * LIBRES
15 ¥T3NOMO LVi- PN- (+) NO NO - + LIBRES
16 pT2NOMO LVi- PN- (+) NO METAPLASIA-DISPLASIA - - LIBRES

(PACIENTES 12-13-14-15 MARCADOS EN NEGRITA Y SUBRAYADO) HAN RECIBIDO ESQUEMA DE NEOADYUVANCIA. (-) LVI / PN: INFILTRACION VASCULO-LINFATICA /
INFILTRACION PERINEURAL (-) AUSENTE. (+) PRESENTE. (--) (0) NEGATIVO AUSENCIA DE TINCION O TINCION EN MENOS DEL 10% DE LAS CELULAS TUMORALES.
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DATOS HISTOPATOLOGICOS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

) INFILTRADO REACCION BORDES
PACIENTE TNM INMUNOHISTOQUIMICA GASTRITIS ASOCIADA DESMOPLASICA |
LINFOCITARIO RESECCION
GASTRITIS CRONICA-
MMR%I;:EMSHZ' METAPLASIA- EN ZONA MAS
17 pT2N2MO LVi+ PN- (+) PMS2):INTACTA /VEB- DISPLASIA/POLIPO - PROFUNDA LIBRES
HIPERPLASICO/2 POLIPOS INFILTRANTE
/CA19.9+
METAPLASIA
GASTRITIS CRONICA-
DISPLASIA/ 3 ADENOMAS +
* i . -
18 (*) pT4aNOMO LVi+ PN+ (+) NO DISPLASIA EN FUNDUS Y INFILTRANTE LIBRES
ANTRO
GASTRITIS CRONICA-
DISPLASIA/ 3 ADENOMAS +
* i -(- - -
19 () pT1NOMO LVi PN- (+) NO DISPLASIA EN FUNDUS Y LIBRES
ANTRO
GASTRITIS CRONICA-
DISPLASIA/ 3 ADENOMAS +
* i- - (. - -
20 (%) pT1INOMO LVi- PN- (+) NO DISPLASIA EN FUNDUS Y LIBRES
ANTRO
NO-> para n. pulmén
posteriorGEN EGFR
21 pT2N1MO LVi- PN- (+) MUTADO (MUTACION ZIEHL-NIEELSEN- - - LIBRES
G719X EN EXON 18) POR
PCR

(*) CATALOGADO COMO PACIENTE 18-19-20: SE REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS. (+) LVI / PN: INFILTRACION

VASCULO-LINFATICA / INFILTRACION PERINEURAL (-) AUSENTE. (+) PRESENTE.

TABLA XXVII-XXVIII-XXIX. Caracteristicas TNM-datos histopatolégicos.
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G. CLASIFICACION TNM Y ESTADIOS UICC DE LOS PACIENTES INCLUIDOS

EN EL ESTUDIO

Las caracteristicas de estos datos de los 21 canceres géstricos analizados se describen en
la tabla mostrada a continuacién. TABLA XXX.

PACIENTE TNM ESTADIO mICC

1 pTANOMO LVi-FN- 4
z pT4aM2M0 LVi- FN+ IIE
3 pTINZMILVis PN+ 1A
4 BTINZMO LVi+ PN+ ma
5 pT4al3=MD LVi+ PN+ 1iC
& pT1hMOMO LVi- PN- 1A
7 pT4aNIbMO LVi+ PN+ 1ic
! pT2ZN1MO LVi+ FN- MA
g pT3HOMO LVi- FN- A
10 PT3N1MO LVi- PN+ 1B
11 BTINOM1 LVi- PM- v
1z ¥T3NOMO LVi- PN- na
i3 ¥T3INZMD LVi- PN- ma
14 ¥T3INZaMD LVi+ PN- mEe
i5 ¥T3NOMO LVi- PN- A
16 pTZNOMO LVi- PN- IE
17 DT2ZN2MO LVi+ FN- IE

12(*) pT4aNOMO LVis PN+ 1E

13(¥) pTINOMO LViPN- 1A

20(*) pT1MOMD LVi- PN- 1A
21 pTZN1MO LVi- PN- 114

ESTADIOS ANATOMO-PATOLOGICOS DE LOS TUMORES DE LOS 19 PACIENTES CON CANCER GASTRICO. (PACIENTES
MARCADOS p-TNM) SE CORRESPONDEN CON ESTADiO ANATOMO-PATOLOGICO SIN TRATAMIENTO PREVIO. (PACIENTES
MARCADOS EN NEGRITA/SUBRAYADO/y-TNM) HAN RECIBIDO NEOADYUVANCIA. (¥) CATALOGADA COMO N218, 19 Y 20,
SE REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS.

TABLA XXX. Clasificacion TNM. Estadio UICC.
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H. DATOS DEL ESTUDIO PROTEOMICO

1. PROTEOMICA DEL DESCUBRIMIENTO

> PROTEOMICA DE TEJIDO GASTRICO EN EL RATON

El Instituto Nacional del Cancer®® lanz6 en el afio 2004 una iniciativa, para la aplicacién de
la tecnologia proteémica en el raton. La finalidad fue utilizar estos modelos animales para
desarrollar recursos tecnolédgicos estandarizados y asi ayudar a mejorar la mediciéon de
las proteinas y péptidos ligados a los procesos tumorales.

Los objetivos de esta iniciativa fueron, estandarizar los métodos de deteccién y analisis de
las proteinas y péptidos, identificar o caracterizar nuevos biomarcadores asociados con
modelos de cancer humano en el ratén, refinar y unificar los métodos de preparacién de
muestras complejas y heterogéneas.

De los resultados mas relevantes de esta investigacion, destaca el Sistema Computacional
de Analisis Proteémico (CPAS). Una pagina Web de gestion de datos protedmicos, de
utilizacién publica, que combina los sistemas de gestién de informacién de los laboratorios
(LIMS) y modelos informaticos de experimentos de alto rendimiento realizados con
cromatografia liquida en tAindem con el espectrémetro de masas (LC / MS / MS).

Posteriormente esta idea ha permitido, asi mismo, a la comunidad proteémica del cancer
almacenar, analizar y compartir datos de protedémica clinica.

En la plataforma de proteémica SGIKER de la UPV-EHU, se tenia experiencia en la
investigacién con proteina purificada, geles 1D y 2D, o extracto/lisado celular, pero no con
tejidos obtenidos de piezas quirargicas humanas.

PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

Debido a estas circunstancias y teniendo en cuenta las orientaciones de la iniciativa del
Instituto Nacional del Cancer, en vez de comenzar las pruebas directamente en tejido
humano, se decidi6, hacer varias pruebas en tejidos de murinos para la puesta a punto de
la metodologia.

Las pruebas con tejido de murinos comienzan en Marzo 2013

RESULTADOS

Como primer paso, hemos procedido a homogenizar el tejido de ratén, probando con dos
tejidos de distinta densidad (estomago y cerebro, uno duro y otro blando), para detectar
las posibles dificultades inherentes a esta fase.

Para esta homogeneizacion utilizamos el sistema de Precellys, que consiste en un sistema
de bolitas de cerdmica u otro material, en vez del sistema ultra-turrax, utilizado
habitualmente. El sistema de Precellys simplifica enormemente la homogeneizacidn,
puesto que cada muestra va en su tubo con su solucién de lisis y sus bolitas, y no hay
problemas de contaminacién cruzada. De esta manera, no hay que manipular la muestra
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mas alld de pesarla y cortarla y no hay que preocuparse de limpiar el dispersor, como
ocurria en el ultra-turrax.

Para evaluar la calidad de la muestra (cantidad de péptidos, ausencia de contaminantes y
reproducibilidad entre diferentes preparaciones) se realiz6 un primer analisis en el
espectrometro de masas SYNAPT HDMS (Waters) acoplado a un sistema de cromatografia
NanoAcquity (Waters), con el que se tenia en el laboratorio mas experiencia previa. Se
utilizé el modo de adquisicién de espectros MSE (adquisicion independiente de datos) que
se puede utilizar tanto para la identificacién como para la cuantificacién sin marcaje de las
proteinas.

En la FIGURA 32 se puede apreciar que se produce una distribucién de la sefial bastante
homogénea a lo largo de todo el gradiente (cromatograma TIC) y que los picos
individuales que se ven en el cromatograma BPI son picos bastante simétricos y sin
ensanchamiento apreciable. Estos datos indican por un lado que la muestra esta limpia y
no tiene componentes contaminantes que alteran la cromatografia y la elucién de los picos
y, por otro, que los péptidos de la muestra se distribuyen de forma homogénea a lo largo
de todo el gradiente.

URDAILA_MOUSE_130516_001 1. TOF M3 ES+
TIC
100 4.51e5

0

20.00 14000
URDAILA_MOUSE 130516 001 1. TOF MS ES+
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FIGURA 32. Cromatograma TIC (Total Ion Current) (verde) y BPI (Base
Peak Intensity) (rojo) de la muestra de tejido gastrico murino analizada
el espectrometro de masas SYNAPT HDMS.

Tras estos resultados iniciales, se introdujeron dos comprobaciones mas: se comparé la
homogeneizacidon/digestion de la muestra tal y como se habia llevado a cabo con la
homogeneizacidon de la muestra con la solucién de lisis RapidGest (Waters) y posterior
digestién triptica con el protocolo habitual; y por otro lado, se procedié a procesar estas
mismas muestras en el equipo de espectrometria de nueva adquisicion Q Exactive
(Thermo Scientific) acoplado a un sistema cromtatografico EASY n-LC 1000 (Thermo
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Scientific). La diferencia fundamental entre las dos plataformas es la mayor resolucion y
rapidez de adquisiciéon lo que conlleva un aumento considerable del nimero de proteinas
identificadas. Ademas, el equipo Q Exactive tiene la capacidad de realizar experimentos de
protedmica dirigida.

La lista de proteinas identificadas en la muestra de estémago de raton se adjunta en Excel
Ratén en formato digital. (EXCEL-1-ESTOMAGO MURINO)

PROTEOMICA DEL CANCER GASTRICO EN HUMANOS

El reciente desarrollo metodoldgico y tecnolédgico de la espectrometria de masas para su
aplicacion al estudio de las proteinas a gran escala, ha hecho posible la extraccion de datos
cuantitativos en relaciéon a la abundancia de las mismas, utilizando estrategias que
incluyen técnicas de marcado asi como libres de marcado y enfoques también dirigidos,
como la “Selected Reaction Monitoring” (SRM).

El documento MIAPE-Quant ha sido elaborado por grupos de trabajo en espectrometria
de masas y proteémica informatica. La iniciativa de una proteémica estandarizada, ha sido
desarrollada por la organizacién Proteoma Humano, la organizaciéon ProteoRed Espafia y
la comunidad proteémica.

Las directrices recogen la descripcién del disefio experimental y las muestras, los datos de
entrada, el algoritmo de cuantificaciéon y resultando de los datos cuantitativos y
estadisticos®’.

A finales de Abril 2013, tras la puesta a punto de la metodologia y los resultados
obtenidos en el procesamiento del tejido gastrico en murinos y el desarrollo de los
biobancos hospitalarios para la recogida y conservacion de las muestras humanas, se
decidié trasladar el andlisis del ratén al humano, para lo que se seleccion6 uno de los
nueve pacientes, que conformaban la primera campaia de este estudio.

Los objetivos concretos de esta fase del estudio fueron dos:

- Trasladar los buenos resultados a nivel de identificacién de proteinas y péptidos
obtenido con el tejido gastrico murino a tejido gastrico humano.

- Obtener informacion experimental de un panel extenso de proteinas y péptidos de tejido
gastrico humano para seleccionar las mas adecuadas y realizar el estudio de proteémica
dirigida posterior.

RESULTADOS

Dado que habia la posibilidad de tener que sacrificar la muestra en este proceso de puesta
a punto metodoldgico, se eligi6 la que tenia mayor discordancia histolégica y de
localizacién con el resto de los tumores (Paciente n24 - tejido sano), por lo que es en esta
muestra, en la que hemos llevado a cabo la proteémica del descubrimiento, mientras que
en el conjunto global se desarrolla la finalidad ultima de este proyecto, que es la
protedmica dirigida.
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La muestra la hemos obtenido via biobanco vasco para la investigaciéon (o+ehun)é donde
se habia congelado a -802C previa inclusiéon en OCT y almacenado para su andlisis
posterior.

El OCT (Optimal Cutting Temperature) es un compuesto que preserva ultraestructuras y al
tejido de la deshidratacién y degradacién y actda como un aislante sobre las variaciones
de temperatura, minimizando la formacién de cristales. Es especialmente util para la
conservacion tras la congelacidn del tejido fresco que debe ser seccionado.

Como uno de los componentes de este OCT es polietilenglicol, un contaminante para
experimentos protedmicos, que es necesario eliminar de la muestra, hemos realizado dos
preparaciones de muestra para eliminar el OCT (ver material y métodos).

Una vez lavados, homogeneizados y digeridos las muestras se han analizado en el
espectrometro Q Exactive, para valorar cada uno de los protocolos de lavado. Los
resultados obtenidos no muestran diferencias entre los dos métodos de lavado en el
numero de proteinas identificadas. En ambas muestras se identifican aproximadamente
3000 grupos de proteinas y hay un solapamiento entre los dos andlisis de alrededor del
80%. FIGURA 33.

FIGURA 33. Diagrama de Venn donde se muestra el numero de grupos de
proteinas identificados en las muestras de tejido gastrico procesadas con
CARNOY y con PBS.

También se realizé un analisis de integracion funcional de las proteinas identificadas
utilizando el programa STRAP (Software Tool for Rapid Annotation of Proteins)é+. En cada
Excel adjunto hay 35 hojas, cada una con diferente informacién de las proteinas. En la
primera hoja esta la lista de proteinas identificadas. De cada una de las caracteristicas de
las proteinas identificadas mostramos informaciéon en relacién a su function, catalytic
activity, GO-Biological Process, GO-cellular component, GO-Molecular Function. También
aparecen los cédigos GO (Gene Ontology) y sus porcentajes correspondientes.

La lista de proteinas identificadas tras el lavado del OCT con PBS y Carnoy se adjunta en
Excel PBS/Carnoy en formato digital.

(EXCEL-2-ESTOMAGO PBS STRAP/EXCEL-3-ESTOMAGO CARNOY STRAP)
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En primer lugar mostramos el porcentaje de las funciones de las proteinas obtenidas tras
la conservacion en OCT y posterior lavado en PBS y Carnoy. FIGURA 34-35.

Extraccion de proteina en Cancer Gastrico. % de Funciones de las Proteinas
en Tejido Sano conservado y almacenado en OCT. Lavado en PBS
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FIGURA 34. Extraccidén de las proteinas: tejido sano conservado en OCT

y lavado en PBS.

La actividad catalitica, procesos biolégicos, componentes celulares y la funcién molecular,
representados en un 11 % respectivamente son las principales funciones observadas en

las proteinas lavadas con PBS.
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Extraccion de proteinas en Cancer Gastrico. % de Funciones de Proteinas en
Tejido Sano conservado y almacenado en OCT. Lavado en Carnoy W Catalitic Activity
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FIGURA 35. Extraccion de las proteinas: tejido sano y tumoral
conservado en OCT y lavado en Carnoy.

La actividad funcional de las proteinas lavadas con Carnoy y los porcentajes son similares
a las de las proteinas lavadas con PBS. FIGURA 36.
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Extraccién de la proteina en Cancer Gastrico. % de las Funciones de
las Proteinas en el Tejido Sano conservado y almacenado en OCT.
Lavado en Carnoy y PBS

HCarnoy MPBS

FIGURA 36. Anilisis diferencial en relacion con las proteinas identificadas y la
funcién que realizan, entre las dos formas de lavado PBS y Carnoy.

De los resultados mostrados en la tabla, se desprende que no hay diferencias significativas
en las proteinas obtenidas con los dos procedimientos de limpieza del tejido,
permaneciendo intacta la funcionalidad de estas proteinas en los tejidos analizados.
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2. PROTEOMICA DIRIGIDA DEL CANCER GASTRICO

Los perfiles de expresion de proteinas en el cancer, mejoran la propuesta de diagndstico
mediante la identificacién de biomarcadores moleculares, mejoran la comprensién de la
patologia molecular identificando las vias de sefializaciéon celular, contribuyen al
desarrollo de dianas terapetticas, facilitan la integracion del diagnéstico y del tratamiento,
permiten una mejor clasificacién de la enfermedad, pueden ayudar en el desarrollo de
terapia bioldgica y permiten la monitorizacién del paciente®°.

PLANTEAMIENTO

La electroforesis bidimensional y la cromatografia liquida en tindem con el espectrometro
de masas, que fue clasicamente utilizada para determinar perfiles proteicos en la
protedmica del descubrimiento y utilizada por nuestro grupo (Grupo de Investigacién de
Cirugia Computacional del Instituto BioCruces) en el cancer de colon, se ha visto superada
por la proteémica dirigida de cuantificacion diferencial, para el analisis de biomarcadores
de cancer.

HIPOTESIS

La desregulacién de los componentes dependientes de la via de sefializaciéon EGFR-RAS-
MAPK, son un requisito esencial para la tumorogénesis del cancer gastrico. La
cuantificaciéon de estos componentes proteicos y petidicos podria ayudar a seleccionar
mejor a los pacientes para una terapia personalizada.

Nuestro objetivo ha sido, desarrollar por metodologia protedmica dirigida, la
cuantificacién de secuencias peptidicas de las proteinas implicadas en diferentes vias de
sefalizacion celular, que participan en la carcinogénesis gastrica.

SELECCION DE PROTEINAS Y PEPTIDOS

A la hora de seleccionar las proteinas y péptidos a monitorizar en este estudio se han
seguido dos criterios:

- Proteinas con probada participacién en procesos de cancerigenos en general y/o
dianas terapéuticas.

- Péptidos que identifiquen especificamente a las proteinas seleccionadas y que
hayan sido detectados por espectrometria de masas en el Servicio de Prote6mica de la
UPV/EHU, en experimentos de identificacién masiva.

» PROTEOMICA DIRIGIDA: FASE 1

En una primera fase del estudio de proteémica dirigida se decidi6 cuantificar los péptidos
seleccionados utilizando un péptido exdgeno como péptido estandar para normalizar los
resultados. A cada muestra se le ha afiadido 100 fmol de una digestiéon de enolasa de
levadura (MassPREP Enolase Digestion Standard, Waters) para cuantificar el péptido
VNQIGTLSESIK en todas las muestras y asi poder normalizar los resultados frente a
desviaciones derivadas de la metodologia de analisis. El péptido VNQIGTLSESIK es un
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péptido especifico de la enolasa de levaduras por lo que no es probable que su
cuantificacion se vea afectada por péptidos de la muestra humana.

En este primer andlisis se monitorizaron 7 péptidos humanos correspondientes a 4
proteinas. TABLA XXXI.

Proteina Péptido Carga m/z
ENO1_YEAST VNQIGTLSESIK 2 644.85899
EGFR_HUMAN SPSDCCHNQCAAGCTGPR 3 678.92596
MKO01_HUMAN IEVEQALAHPYLEQYYDPSDEPIAEAPFK | 3 1121.54163
MKO01_HUMAN YTNLSYIGEGAYGMVCSAYDNVNK 2 1345.09908
MKO03_HUMAN RTEGVGPGVPGEVEMVK 2 870.95109
MKO03_HUMAN RTEGVGPGVPGEVEMVK 3 580.96982
FKB1A_HUMAN GWEEGVAQMSVGQR 2 767.35936
FKB1A_HUMAN RGQTCVVHYTGMLEDGK 3 650.97687

TABLA XXXI. Lista de péptidos monitorizados con su correspondiente
cargay m/z indicAndose la proteina a la que pertenecen. El péptido
RTEGVGPGVPGEVEMVK se ha monitorizado con 2 y 3 cargas.

Para esta primera fase se han seleccionado los tejidos sanos y tumorales de 9 pacientes
(primera campaiia del estudio)

En primer lugar se muestran los resultados para la cuantificacidn del péptido
VNQIGTLSESIK de la enolasa de levadura. FIGURA 37 (A-B).
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FIGURA 37 (A-B). En la figura A se muestra el cromatograma para 3
fragmentos (y9, y8, y5) para el péptido VNQIGTLSESIK. En la figura B se
muestra la cuantificacidn del area del cromatograma correspondiente a

cada fragmento (y9 azul, y8 morado, y5 marrén) y los tiempos de
retencién correspondientes.
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En primer lugar se observa que la cuantificacién del péptido VNQIGTLSESIK no ha sido lo
suficientemente reproducible (Figura 36B). Hay 11 muestras (SA2, SA4, SA5, SA6, SA7,
SA8, TU1, TU4, TU6, TU7, TU8) que tienen unos valores bastante homogéneos, otras 5
muestras que tienen un valor bastante superior (SA9, TU2, TU3, TU5, TU9) y otras 2 (SA1,
SA3) que estaban muy por encima de la media. Este resultado compromete bastante la
interpretacion del resto de cuantificaciones porque indica una falta de reproducibilidad en
el analisis. En la TABLA XXXII se muestran los valores de cuantificacién y el factor de
correccion o normalizacion a aplicar en cada muestra (se ha considerado el valor de la
muestra SA3 como 1). Como se puede comprobar los valores son muy dispares lo que
limita completamente la interpretacion de los resultados.

Muestra Area total Factor de normalizacion

SA1 30393842 1.11
SA2 11726601 2.89
SA3 33869356 1.00
SA4 10616346 3.19
SA5 15093185 2.24
SA6 11859913 2.86
SA7 10295996 3.29
SAS8 11658924 2.91
SA9 24893908 1.36
TUl 10817264 3.13
TU2 19292056 1.76
TU3 22286176 1.52
TU4 8450679 4.01
TUS 18819688 1.80
TU6 7767944 4.36
TU7 9422633 3.59
TU8 13242249 2.56
TU9 20009618 1.69

TABLA XXXII. Valores de cuantificacién y factor de correccién o
normalizacion a aplicar en cada muestra

Una vez calculados los valores de normalizacién se procedié a calcular el &rea normalizada
de todos los péptidos monitorizados (TABLA XXXIII). En algunas muestras alguno de los
péptidos no fue detectado. Ese hecho no implica que la cantidad de péptido sea 0 en esa
muestra, simplemente que su nivel esta por debajo del limite de deteccién del equipo.
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Areatotal normalizada

EGFR_HUMAN MKO3_HUMAN MKO1 HUMAN FKBIA_HUMAN

Muestra SPSDCCHNQCAAGCTGPR RTEGVGPGVPGEVEMVK YTNLSYIGEGAYGMVCSAYDNVNK IEVEQALAHPYLEQYYDPSDEPIAEAPFK RGQTCVVHYTGMLEDGK GWEEGVAQM SVGQR

SA1 18008170.78 4029168.299 2322813.161 10966887.4 5098170.251 26636767.82
SA2 12171065.52 6499824.792 9805490.523 12562570.7 15058082.29 42468649.76
SA3 3137178 1315139 ND 736326 3125906 19559388
SA4 6308539.409 2993933.073 1201298.864 14204216.07 5370922.243 63193806.95
SA5 5518579.597 7623451354 5759380.518 7607794.851 5523725.126 52187215.47
SA6 5743176.871 5431479.413 ND 3261720.015 3031626.6 6256817133
SA7 1014374119 6313742.53 9429892.261 3441M12.774 1342067174 87042337.89
SA8 5093105.29 758958.5634 ND 2964394.11 7582726.892 42933016.27
SA9 96887.34205 2085793.508 871822.8127 2752762.694 5021628.816 29799537.97
TU1 2879516.961 ND ND 246577109 ND 64864812.14
TU2 8239534.359 4668566.078 1491056 .675 11310200.75 11837988.49 38239343.47
TU3 3343693.318 3057526.419 1118613.046 12644945.02 3664466.382 16294826.39
TU4 5913964.081 4866992.1 ND 6930351885 ND 18076286.18
TU5 4151595.239 2405624.388 5071937.36 13601906.91 6671608.885 41478015.21
TU6 9209234.977 5187507.726 ND 1989041103 ND 32764168.45
TU7 6994612.533 1125244.719 13282164.39 21254314.15 6662566.331 34178519.82
TU8 4567389.369 ND MD ND ND 27048162.2
TU9 1089874.394 688126.399 ND 9158541797 ND 23855093.07

TABLA XXXIII Area normalizada de todos los péptidos monitorizados
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Con estos resultados se procedié a calcular el cociente SA/TU para cada uno de los
péptidos.

El cociente entre la cantidad de proteina de cada tejido en un individuo, ofrece un valor de

cuantificaciéon mas adecuado para la comparacién posterior entre individuos, ya que en

cierto grado, permite disminuir el efecto de la variabilidad de los niveles de proteina entre

individuos.

En el caso de que la variabilidad de estas proteinas sea muy grande entre individuos o

entre pacientes que tengan alterados los valores proteicos por causas ajenas al tumor,

pueden tener valores de proteina dispares, pero mantener un cociente entre el tejido sano
y tumoral, similar.

En la FIGURA 38 se muestran los resultados obtenidos para todos los péptidos analizados.
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FIGURA 38. En los graficos anteriores se muestra el valor de los cocientes
sano/tumor de los péptidos analizados para cada paciente. En el caso en
que el péptido no haya sido detectado el valor es 0.00.
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Con los resultados obtenidos se intentaron agrupar los pacientes en base a diferentes
datos clinicos (estadio del tumor, quimioterapia previa...) pero no encontramos ningun
patrén de expresion proteica que pudiera agrupar los pacientes en base a criterios
clinicos. Ademas, 9 casos y con significativa diferencia clinica entre ellos es un nimero
muy escaso de casos para este tipo de abordaje.

En esta primera fase del estudio de proteémica dirigida hemos tenido problemas técnicos
que nos han impedido obtener datos relevantes que permitan realizar una interpretacion
con unas minimas garantias de fiabilidad.

Por lo tanto, en este punto se decidi6 cambiar la aproximacion técnica de cuantificacién de
los péptidos y ampliar el nimero de pacientes de 9 a 19, si bien en uno de los casos se
analizaron 3 tumores del mismo paciente por lo que el nimero de muestras analizadas
han sido 21.

» PROTEOMICA DIRIGIDA: FASE 2

La protedmica ha sido cada vez mas valiosa para examinar los cambios en tiempo real en
la expresion de proteinas de diversos tejidos o fluidos corporales de pacientes con
diversas enfermedades, especialmente el cancer, lo que permite la identificacién de
biomarcadores clinicamente utiles para el diagndstico, el prondstico y la estadificacion de
la enfermedad.

HIPOTESIS

La desregulacion de los componentes dependientes de la via de sefializacién EGFR-RAS-
MAPK, son un requisito esencial para la tumorogénesis del cancer gastrico. La
cuantificaciéon de estos componentes proteicos y peptidicos podria ayudar a seleccionar
mejor a los pacientes para una terapia personalizada.

Nuestro objetivo ha sido, desarrollar por metodologia proteémica dirigida, la
cuantificacién de secuencias peptidicas de las proteinas implicadas en diferentes vias de
sefializacion celular, que participan en la carcinogénesis gastrica.

SELECCION DE PROTEINAS Y PEPTIDOS

A la hora de seleccionar las proteinas y péptidos a monitorizar en este estudio se han
seguido dos criterios:

- Proteinas con probada participacién en procesos de cancerigenos en general y/o
dianas terapéuticas.

- Péptidos que identifiquen especificamente a las proteinas seleccionadas y que
hayan sido detectados por espectrometria de masas en el Servicio de Prote6mica de la
UPV/EHU, en experimentos de identificacién masiva.

Teniendo en cuenta los problemas surgidos con las muestras analizadas en la Fase 1, se
decidi6 modificar la aproximacion experimental y utilizar péptidos marcados
isotépicamente para llevar a cabo la cuantificacion de los péptidos y proteinas
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seleccionadas. La utilizacién de péptidos marcados o péptidos pesados ofrece una serie de
ventajas frente a la utilizacién de un péptido no marcado para la normalizacién:

- Los péptidos pesados tienen la misma secuencia aminoacidica que los péptidos
endbgenos que queremos monitorizas por lo que tienen el mismo comportamiento fisico-
quimico durante el analisis.

- Permiten una puesta a punto del método de andlisis mucho mas fiable porque se
pueden realizar andlisis previos con mezclas de los péptidos pesados Unicamente.

- Ofrecen una mayor fiabilidad a la hora de identificar y cuantificar los péptidos
nativos ya que éstos tienen que compartir el mismo tiempo de elucién y mismo patrén de
fragmentacién que los péptidos pesados.

Ademas, se amplié el niimero de casos de 9 a 21, aunque 3 tumores eran de un mismo
paciente.

Se monitorizaron 6 péptidos correspondientes a 5 proteinas aunque el péptido
EEWTTAIQTVADGLK solamente se cuantific6 en los casos 10 a 21. Los péptidos
monitorizados han sido los siguientes. TABLA XXXIV.

Proteina Péptido Carga m/z

EGFR_HUMAN IPLENLQIIR 2 604.87171
EGFR_HUMAN SPSDCCHNQCAAGCTGPR 3 678.92596
MKO01_HUMAN VADPDHDHTGFLTEYVATR 3 715.33963
MKO03_HUMAN RTEGVGPGVPGEVEMVK 3 580.96982
FKB1A_HUMAN GWEEGVAQMSVGQR 2 767.35936
AKT1_HUMAN EEWTTAIQTVADGLK 2 831.42268

TABLA XXXIV. Lista de péptidos monitorizados con su correspondiente
cargay m/z indicandose la proteina a la que pertenecen.

Una vez realizado el andlisis se llevaron a cabo dos comprobaciones antes de pasar a
cuantificar los péptidos endégenos.

En primer lugar se identificaron al menos los péptidos pesados, se comprobé su espectro
de fragmentaciéon y en los casos en los cuales se detectd el péptido endogeno se
compararon los tiempos de retencion y los espectros de fragmentacion de la pareja de
péptidos.

En la FIGURA 39 (A-B-C) se muestra el espectro de fragmentacion del péptido
GWEEGVAQMSVGQR en su forma pesada (A) y en su forma nativa (B). También se muestra
el error de la masa experimental frente a la tedrica (en ppm) para cada uno de los
fragmentos identificados (C). Ademas el tiempo de retencién (RT) para ambos péptidos es
muy similar, 52.47 minutos y 52.77 minutos. Todos estos datos confirman la presencia del
péptido nativo en la muestra.
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FIGURA 39 (A-B-C). A-B: Espectros de fragmentacion del péptido
GWEEGVAQMSVGQR pesado y nativo respectivamente. C: Error en la
masa (ppm) de los fragmentos identificados, péptido pesado izquierda y
péptido nativo derecha.
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La confirmacidn de la presencia del péptido nativo no es tan clara en todos los casos pero
para proceder a la cuantificacion del péptido nativo se ha requerido el cumplimiento de
los siguientes requisitos:

- El tiempo de retencién del punto mas alto del drea cromatogréfica de los péptidos pesado
y nativo no podia diferenciarse en mas de 0.1 min.

- El error en la masa de los fragmentos del péptido nativo no podia ser superior a 10 ppm.
Fragmentos con errores superiores a 10 ppm eran descartados.

- Hay que detectar al menos 3 fragmentos del péptido nativo.

- El patrén de intensidad de los fragmentos del péptido pesado y nativo deben ser muy
similares.

Para realizar la cuantificacion de los péptidos nativos se ha seguido el siguiente
procedimiento. En primer lugar se ha cuantificado la cantidad de péptido pesado en cada
muestra, que tiene que ser igual ya que se ha afiadido la misma cantidad en todas las
muestras. Posteriormente se ha calculado un factor de correcciéon para normalizar las
variaciones técnicas del proceso de andlisis y, por ultimo, se ha aplicado ese factor de
correccion a la cuantificacién del péptido nativo.

En la FIGURA 40 se muestra la cuantificacion del péptido pesado SPSDCCHNQCAAGCTGPR
en las 18 muestras 9SA/9TU de los 9 pacientes correspondientes a la Fase 1 del
experimento y del péptido RTEGVGPGVPGEVEMVK en las 22 muestras 10SA/12TU de los
10 pacientes restantes correspondientes a la Fase 2 del experimento. Como se puede
comprobar en estos casos los valores obtenidos son bastante homogéneos. Aunque en
algunos péptidos pesados las cuantificaciones hayan tenido una variabilidad mayor los
resultados obtenidos nos han permitido realizar una normalizacién mucho mas fiable que
en el caso de las muestras de la Fase 1.
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FIGURA 40 (A-B). Cuantificacion de los péptidos pesados
SPSDCCHNQCAAGCTGPR (A) Fase l y RTEGVGPGVPGEVEMVK (B) Fase II.
Cada color indica la cuantificacién de un fragmento del péptido.

Una vez obtenida la cuantificacion de todos los péptidos pesados se procedi6 a cuantificar
los péptidos nativos siguiendo los criterios anteriormente expuestos y una vez
normalizados los resultados se muestran en las siguientes tablas. TABLA XXXV.
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MUESTRAS SPSDCCHNQCAAGCTGPR | IPLENLQIIR | RTEGVGPGVPGEVEMVK | VADPDHDHTGFLTEYVATR | GWEEGVAQMSVGQR
SA-PACIENTE1 1318085.588 2199650.72 1347351.467 2930065.216 56120782.72
SA-PACIENTE2 1293187.841 2640412.585 1289661.138 4640364.592 63677479.41
SA-PACIENTE3 934977.9953 #N/A 574762.5386 2515892.159 37884921.63
SA-PACIENTE4 1398683.21 2705376.539 2399899.634 2144636.753 73231381.43
SA-PACIENTES 1265056.97 2876059.531 2805439.577 2139328.578 98242053.15
SA-PACIENTE6 1488934.782 3320225.919 4606545.144 1728072.63 98888271.2
SA-PACIENTE7 1796399.087 3771691.269 2943022.939 4827238.542 98979477.08
SA-PACIENTES 747607.393 1413719.682 201815.0036 2510172.529 40698775.54
SA-PACIENTE9 567744 993828 918333 2164833.698 42152880
SA-PACIENTE10 4304374.972 13820204.11 15733046.03 10457233.16 1924869.083
SA-PACIENTE11 2511021.981 5328674.095 34946258.07 6258925.91 3921919.979
SA-PACIENTE12 2896138.768 7817728.844 22440183.3 2452744348 1692238.603
SA-PACIENTE13 2741262.735 6201941.87 26335684.21 12320922.12 5168707.712
SA-PACIENTE14 1848774.748 3388318.497 10720486.29 #N/A 578243.5095
SA-PACIENTE15 2529764.039 4282067.514 17231610 1511295.535 1941387.489
SA-PACIENTE16 3573963.522 11178595.58 23182854.44 #N/A #N/A
SA-PACIENTE17 2734712.704 6780508.869 10343086.28 4745347.327 1030519.996

SA-PACIENTE18-19-20* 3108830.081 9179837.536 12978341.76 6301773.374 1207236.924
SA-PACIENTE21 2219177.222 5494554 7566890.449 #N/A 1172002
TU-PACIENTE1 495735.4666 #N/A #N/A #N/A #N/A
TU-PACIENTE2 1442702.405 3715523.365 573408354 2859461.582 83291956.36
TU-PACIENTE3 850501.4486 1765734.079 1195177.111 1455684.755 46221747.87
TU-PACIENTE4 6228145031 #N/A 1466141.957 #N/A 60914689.6
TU-PACIENTES 1087940.563 2095061.018 814993.1869 4900426 41482954.88
TU-PACIENTE6 950982.1242 #N/A 2823358.274 #N/A 71146716.44
TU-PACIENTE7 630061.2581 1275848.084 380139.2898 4333077.327 40604569.53
TU-PACIENTES 919308.9342 #N/A #N/A #N/A 36084728.91
TU-PACIENTE9 346866.8557 722046.9817 335507.4043 2756692.761 34552725.2
TU-PACIENTE10 3735788.365 11744971.27 24482090.36 14205980.98 4249315.951
TU-PACIENTE11 2963309.365 8420784.405 20457613.75 7817050.102 4502254.446
TU-PACIENTE12 2916210.501 8606059.612 21801755.21 7740713.54 2552685.045
TU-PACIENTE13 2019670.489 3840388.433 20268869.35 21499521.14 3951313.946
TU-PACIENTE14 876007.4083 914638.9173 8360028.852 #N/A #N/A
TU-PACIENTE15 2599774.881 6072252.761 24083785.59 4394028.359 1685868.908
TU-PACIENTE16 1539719.52 5769821.976 6757626.665 #N/A 5604446.73
TU-PACIENTE17 4346399.646 13787066.95 8528942.788 #N/A 1925660.72

TU-PACIENTE18* 3096735.479 12304019.22 27394113.56 9485742.731 3541171.108
TU-PACIENTE19* 7205513614 2159539.047 2441100.435 1849734.759 1660508.435
TU-PACIENTE20* 3183088 11836957.54 12061194.32 5544103.696 5675681.035
TU-PACIENTE21 5294883.286 15778410.81 16266494.27 11795080 4588827.654
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#N/A CUANTIFICACION NO DETECTABLE. LAS MUESTRAS SA1/TU1 CORRESPONDEN AL PACIENTE 1 Y ASI
SUCESIVAMENTE. LAS MUESTRAS SA18-19-20*-TU18*TU19*TU20* DEL ESTUDIO CORRESPONDEN AL MISMO
PACIENTE CON 3 TUMORES DIEFERENTES (EN ESTE CASO SE HA UTILIZADO LA CUANTIFICACION DE UN UNICO TEJIDO
SANO).

TABLA XXXV. Valores de cuantificaciéon una vez normalizados de los
péptidos indicados en cada una de las muestras analizadas.

Con los valores de cuantificacion de los péptidos nativos se procedié a calcular los
cocientes sano/tumor (SA/TU) para cada paciente al igual que se hizo para las muestras
de la Fase 1. TABLA XXXVI.
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MUESTRAS | SPSDCCHNQCAAGCTGPR | IPLENLQIIR | RTEGVGPGVPGEVEMVK | VADPDHDHTGFLTEYVATR | GWEEGVAQMSVGQR | EEWTTAIQTVADGLK
SA1/TU1 2.658848673 #N/A #N/A #N/A #N/A @)
SA2/TU2 0.896364931 0.710643515 2.249114664 1.622810609 0.76450935 )
SA3/TU3 1.099325576 #N/A 0.480901561 1.728322118 0.81963412 @)
SA4/TU4 2.24574605 #N/A 1.63688081 #N/A 1.202195758 )
SA5/TUS 1.162799709 1.372780796 3.442285925 0.436559715 2.368251091 @)
SA6/TU6 1.565681146 #N/A 1.631583631 #N/A 1.389920381 @)
SA7/TU7 2.85114989 2.956222859 7.741959376 1.114043941 2.437643798 )
SA8/TUS 0.813227594 #N/A #N/A #N/A 1.127867017 @)
SA9/TU9 1.63677789 1.37640351 2.737146746 0.785301042 1.219958187 )

SA10/TU10 1.152199898 1.17669118 0.642634914 0.736114822 0.452983281 1.361988452

SA11/TU11 0.847370852 0.632800205 1.708227484 0.800676192 0.871101362 0.696171571

SA12/TU12 0.993117186 0.908398175 1.029283335 0.316862824 0.662924949 0.789927218

SA13/TU13 1.357282166 1.614925672 1.299316886 0.573078909 1.308098466 1.435585564

SA14/TU14 2.110455608 3.704542233 1.282350394 #N/A #N/A #N/A

SA15/TU15 0.973070422 0.70518598 0.715485941 0.343943054 1.151564917 0.802478881

SA16/TU16 2.32117829 1.937424695 3.430620778 #N/A #N/A #N/A

SA17/TU17 0.629190348 0.491802128 1.21270438 #N/A 0.535151382 #N/A

SA18*/TU18 1.003905597 0.74608446 0.473763889 0.664341586 0.340914598 0.811358821

SA19*/TU19 4314515588 4.250831931 5.316594753 3.406852438 0.72702848 8.673749038

SA20*/TU20 0.976671107 0.775523398 1.076041179 1.136662249 0.212703448 1.396776319

SA21/TU21 0.419117307 0.348232408 0.465182622 #N/A 0.25540336 #N/A

#N/A CUANTIFICACION NO DETECTABLE. (-) CUANTIFICACION NO REALIZADA. LAS MUESTRAS SA1/TU1 CORRESPONDEN AL PACIENTE1 Y AS{ SUCESIVAMENTE. LAS MUESTRAS SA18*, SA19* Y SA20*
SON UNA UNICA MUESTRA SANA DE UN UNICO PACIENTE CORRELACIONADAS CON CADA UNA DE LAS MUESTRAS TUMORALES DE LOS 3 TUMORES DE DICHO PACIENTE (TU18*-TU19*-TU20%).

TABLA XXXVI. Valores de los cocientes sano/tumor de los péptidos nativos para cada paciente.
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Los mismos datos de la TABLA XXXVI se presentan en forma de grafico en la FIGURA 41.
En los casos en los que el cociente SA/TU>1 indica una cantidad de péptido aumentada en
el tejido sano respecto al tumoral. Por el contrario, un cociente SA/TU<1 indica un
aumento del péptido en el tejido tumoral mientras que un cociente SA/TUx=1 indica que no
hay cambio en la cantidad del péptido entre el tejido sano y el tejido tumoral.
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#N/A CUANTIFICACION NO DETECTABLE. SIN VALOR NI #N/A: CUANTIFICACION NO
REALIZADA. LAS MUESTRAS SA1/TU1 CORRESPONDEN AL PACIENTE1 Y ASi
SUCESIVAMENTE. LAS MUESTRAS SA18*, SA19* Y SA20* SON UNA UNICA MUESTRA SANA
DE UN UNICO PACIENTE CORRELACIONADAS CON CADA UNA DE LAS MUESTRAS
TUMORALES DE LOS 3 TUMORES DE DICHO PACIENTE (TU18*-TU19*-TU20%).

FIGURA 41. Representacion grafica de los cocientes sano/tumor de los
valores de cuantificacién de los péptidos monitorizados. Se muestran los
valores de los cocientes sano/tumor de los péptidos nativos para cada
paciente.
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I. DATOS DE CUANTIFICACION DE LOS DIFERENTES PEPTIDOS DE LAS
PROTEINAS ANALIZADAS EN EL TEJIDO SANO Y TUMORAL DE LOS
PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

Relacidn de proteinas y péptidos seleccionados para su cuantificacion

EGFR “SPSDCCHQCAAGCTGPR” (pepl) y “IPLENLQIIR” (pep2)
MKO01, secuencia peptidica “VADPDHDHTGFLTEYVATR”
MKO03, secuencia peptidica “RTEGVGPGVPGEVEMVK”

FKBP1A, secuencia peptidica “GWEEGVAQMSVGQR”

AKT1, secuencia peptidica “EEWTTAIQTVADGLK”

Los resultados de los cocientes de cuantificacién (Ccs)* de los péptidos seleccionados son
mostrados en las tablas XXXVII-XXXVIII-XXXIX-XL descritas a continuacion:

(Ccs)*: el concepto de cociente de cuantificacion es desarrollado en el apartado de analisis de

datos.
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EGFR
PACIENTE Ratio SA/TU Ratio SA/TU Ratio SA/TU
(SPSDCCHNQCAAGCTGPR) (IPLENLQIIR) (SPSDCCHNQCAAGCTGPR) +(IPLENLQIIR) /2

1 2.658848673 #N/A 2.658848673

2 0.896364836 0.710643515 0.8035041755

3 1.099325576 #N/A 1.099325576
4 2.24574605 #N/A 2.24574605

5 1.162799709 1.372780796 1.2677902525

6 1.565680973 #N/A 1.565680973

7 2.85114989 2.956223341 2.9036866155

8 0.813227674 #N/A 0.813227674

9 1.636778035 137640351 1.5065907725

10 1.152199999 117669118 1.1644455895

11 0.847370921 0.632800276 0.7400855985

12 0.993117186 0.908398175 0.9507576805

13 1.357282287 1.614925672 1.4861039795
14 2.110456025 3.704542233 2.907499129

15 0.973070319 0.70518598 0.8391281495
16 2.321177823 1.937424695 2.129301259

17 0.629190235 0.491802128 0.5604961815
18(%) 1.003905516 0.74608446 0.874994988
19(%) 4.314515965 4.250831931 4.282673948
20(%) 0.976671107 0.775523319 0.876097213
21 0.419117308 0.348232408 0.383674858

#N/A: NO DETECTABLE. (*) CATALOGADA COMO N218, 19 Y 20, SE REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES

TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS.

TABLA XXXVII. Cocientes de cuantificacién de los péptidos (pepl: SPSDCCHNQCAAGCTGPR y

pep2: IPLENLQIIR) de la proteina P00533 EGFR en el tejido sano y tumoral, en pacientes con
cancer gastrico humano.
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ME01 MED3

W Ratio 5A/TU Ratio SA/TU
[VADPDHDHTGFLTEYVATR) (RTEGVGPGVPGEVEMVK)

1 #N/A #N/A
2 1.622811 2.249114664
3 1.728322 0.4B0901561
4 #N/A 1.63688081
5 0.43656 3.442286238
6 #N/A 1.631583766
7 1.114044 7.74196085

8 #N/A #N/A
9 0.785301 2.737146746
10 0.7361152 0.64263485
11 0.50067619 1.70822673
12 0.3168628 1.02928301
13 0.57307891 1.29931689
14 #N/A 1.28235039
15 0.34394305 0.71548591
16 #N/A 3.43062107
17 #N/A 1.2127045
18(*) 0.66434143 0.47376392
19(%) 3.40685094 5.31659514
20(*) 1.13666179 1.07604135
21 #N /A 0.46518247

#N/A: NO DETECTABLE. (*) CATALOGADA COMO N218, 19 Y 20, SE REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES

TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS.

TABLA XXXVIII. Cocientes de cuantificacién de la proteina MK01 (secuencia peptidica

VADPDHDHTGFLTEYVATR) y MKO03 (secuencia peptidica RTEGVGPGVPGEVEMVK) en el tejido
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FKEP1A
S [uw&?&fnséﬁ?sguqn]

i #N/A

2 0.764509419
3 0.81963417
4 1.202195858
5 2.368250377
6 1.389920381
7 2.43764415
8 1.127867017
g 1.21995803
10 0.45298324
11 0.57110136
12 0.66292484
13 1.30B09847
14 #N/A

15 1.15156472
16 #N/A

17 0.53515148
18(%) 0.3409146
19(%) 0.72702843
20(%) 0.21270345
21 0.25540336

#N/A: NO DETECTABLE. (*) CATALOGADA COMO N218, 19 Y 20, SE REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES

TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS.

TABLA XXXIX. Cocientes de cuantificacion del péptido GWEEGVAQMSVGQR de la proteina P62942
FKBP1A_HUMAN (peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1a), entre el tejido sano y tumoral, en el
cancer gastrico.
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AKT1
Ratio SA4/TU
FOSIENTE (EEWTTAIQTVADGLEK)
1 ()
2 &
3 ()
4 ()
5 )
6 ()
7 ()
8 )
9 &)
10 1.36198845
11 0.69617151
12 0.78992722
13 1.43558556
14 #N/A
15 0.50247888
16 #N/A
17 #N/A
18(*) 0.51135882
19(%) B.67375077
20(*) 1.39677632
21 #N/A

(-) CUANTIFICACION NO REALIZADA. #N/A: NO DETECTABLE. (*) CATALOGADA COMO N218, 19 Y 20, SE REFIERE A UNA

PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS.

TABLA XL. Cocientes de cuantificacion del péptido EEWTTAIQTVADGLK de la proteina AKT1, en el
tejido sano y tumoral en pacientes con cancer gastrico humano.

“Protedmica dirigida en la cirugia del cancer gastrico”

121



Resultados y discusién

J. ANALISIS DE DATOS Y RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE LAS
PROTEINAS ANALIZADAS

RESUMEN

En este capitulo se analizan los datos de la cuantificaciéon de las proteinas, obtenidos a
partir del proceso experimental, descrito previamente (Metodologia de cuantificacién de
los péptidos seleccionados mediante técnicas de cromatografia liquida y espectrometria
de masas en tandem).

Los objetivos principales de este analisis son: (1) describir patrones de comportamiento
de las diferentes proteinas; (2) establecer las relaciones funcionales, si las hubiere; (3)
relacionar las correspondientes cuantificaciones y su variabilidad, como indicadores para
la evolucién del paciente.

Este proceso se ha basado en unas consideraciones previas como son, la clasificacién
molecular del cancer gastrico y sus vias de sefializacion, los datos clinicos de los pacientes
y la muestra de los datos y su tratamiento estadistico.

El capitulo se ha ordenado de la siguiente forma: en primer lugar, se resumen los datos
disponibles y se describen las consideraciones e hipdtesis en los que se fundamenta el
analisis estadistico y funcional de los valores de la muestra. Después, se presentan las
relaciones funcionales entre las cuantificaciones de los diferentes péptidos. Seguidamente
se asocian las cuantificaciones de los péptidos, con la clasificacién TNM y estadios UICC, de
los pacientes incluidos en el estudio?0.71.72,

CONSIDERACIONES PREVIAS E HIPOTESIS DE TRABAJO

La muestra de datos disponible esta formada por los cocientes de cuantificaciéon (Cc), para
una cantidad equivalente* de péptido de las proteinas EGFR1, MK03, MKO1, FKBP1A,
AKT1, en el tejido gastrico sano, dividido por la cantidad equivalente de péptido en el
tejido gastrico tumoral de 19 pacientes, con 21 tumores.

La cantidad equivalente, Cc, se refiere a las cuantificaciones proporcionadas por el método
analitico de la cromatografia liquida y el espectrémetro de masas, que es un valor
comparativo con una proteina patrén, para cada una de las proteinas analizadas, tal y
como se ha descrito previamente. La relacion de las proteinas y péptidos seleccionados y
sus cocientes de cuantificacién se recogen en las tablas mostradas a continuacién

Relacidn de proteinas y péptidos seleccionados para su cuantificacion

* EGFR1 “SPSDCCHQCAAGCTGPR” (pep1) y “IPLENLQIIR” (pep2)
* MKO3, secuencia peptidica “RTEGVGPGVPGEVEMVK”

* MKO1, secuencia peptidica “VADPDHDHTGFLTEYVATR”

» FKBP1A, secuencia peptidica “GWEEGVAQMSVGQR”

* AKT1, secuencia peptidica “EEWTTAIQTVADGLK”

Los resultados de los cocientes de cuantificacién (Ccs)* de los péptidos seleccionados son
mostrados en las tablas descritas a continuacién: TABLAS XLI-XLII

(Ccs)*: el concepto de cociente de cuantificacién es desarrollado en el apartado de anélisis de datos.
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Muestra SPSDCCHNQCAAGCTGFR IFPLENLQIIR SPSDCCHNQCAAGCTGPR+ IPLENLQIIR/ 2
SA1/TUL 2.658848673 #N/A 2.65884B8673
SAZ/TU2 0.896364931 0.710643515 0.8035041755
SA3/TU3 1.099325576 #N/A 1.099325576
SA4/TU4 2.24574605 #N/A 2.24574605
SAS/TUS 1.162799709 1372780796 1.2677902525
SA&/TUs 1.565681146 #N /A 1565681146
SAT7/TU7 2.85114989 2956222859 2.9036866155
SA8/TUS 0.813227594 #N /A 0.813227594
SA9/TU9 1.63677789 1.37640351 1.5065907725
SA10/TULD 1.152199898 1.17669118 1.1644455895
SA11/TU11 0.847370852 0.632800205 0.7400855985
SA12/TU12 0.9931171866 0.908398175 0.9507576805
Sal3/TU13 1.357282166 1614925672 1.4861039795
SA14/TU14 2.110455608 3.704542233 2.907495129
SA15/TU1S 0.973070422 0.70518598 0.8391281455
SAla/TUlE 232117829 1937424695 2.129301259
SA17/TU1T 0.625190348 0.451802128 0.5604961815
SA18*/TU18 1.003%905557 0.74608446 0.874994988
SA19*%/TU19 4.314515588 4.250831931 4.282673948
SA20*/TU20 0.976671107 0.775523398 0.876097213
SA21/TU21 0.419117307 0.348232408 0.383674858
Proteina EGFR1 EGFR1 EGFR1 total

#N/A: NO DETECTABLE. (*) CATALOGADA COMO N218, 19 Y 20, SE REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES
TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS. LAS MUESTRAS SA1/TU1 CORRESPONDEN AL PACIENTE1 (TABLA
XXXVII) Y AST SUCESIVAMENTE. LAS MUESTRAS SA18* SA19* Y SA20* SON UNA UNICA MUESTRA SANA DE UN UNICO
PACIENTE CORRELACIONADAS CON CADA UNA DE LAS MUESTRAS TUMORALES DE LOS 3 TUMORES DE DICHO PACIENTE

(TU18*-TU19*-TU20%).

TABLA XLI. Valor medio de los cocientes de cuantificacion de los péptidos (pep1:
SPSDCCHNQCAAGCTGPR y pep2: IPLENLQIIR) de la proteina P00533 EGFR en el tejido sano y
tumoral, en pacientes con cancer gastrico humano.
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Muestra SPSDCCHNQCAAGCTGPR I[PLENLQIR RTEGVGPGVPGEVEMYE VADPDHDHTGFLTEYVATR GWEEGYAQMSVGOR EEWTTAIQTVADGLE

S5A1/TII L6LBELEETT #N/A F#H/A #N/A #N/A

SAZ/TIIZ LESEIEAT3] L710E43515 2249114664 L622E1 D605 LT7E450535

S5A3/TU3 L0593 255T6 #H/A 0480501561 L72E32N1E LE1353412

5A4/TTH 214574505 #H/A L&636EE0EL F#N/A 1202195758

S5A5/TUS L163735705 137170736 3.442285525 0.436555715 LIEEI5101

546/ T L.565EE1146 #N/A 1631583631 FN/A 1385520381

SAT/TUT LE5114980 235623 IELT T.741959376 L114043341 2437643798

SAE/TUE 13227554 #N/A #H/A #N/A L1ZTEBETOLT

SAS/TIS LEIETTTED LITE40351 LTATI4ET4E 0.7E5301042 L2193581E7
SALNTILO L152199E58 L17EEIL1E 42634914 DL.736114822 452383281 LIE19EE452
5A11/TU11 LE473T0ES2 L6 2EHN205 L7OE2IT484 DLEBIETELSE LET1101362 LESE1T15T1
SALZ/TUL2 L393LLTIES LIEIFELTS LD25283335 0316862824 LE62524945 DL.7E92721E
5al13/TN3 L35T2E82166 LE1492567T2 L2393 16886 DLE7I0FESDS LIDEIGE4EE 1.435585564
SALY/ T4 2110455608 3. 74542233 L2E2X350354 #N/A #N/4 #N/A
SALL/ TS L373I0F0422 L.TO0518558 715485541 0.343543054 11515645917 0.BE0247EEEL
S5Al6/ TG LIT11TEIS 1.53742456535 3.430620778 FN/A #N/A FN/A
SALT/TULT LEZF150348 0451802128 121370438 F#N/A 535151382 F#N/A
SALE%/TULE L00F305557 OLT4E0E4E L47ITEIBED DLEE2341586 340914598 0L.E11358821
SAL9E/ TS 4.314515588 4250831931 L.JLEL94753 3.406852438 LTZ702E4E B.673745038
SAZOE/TIZ0 LITEETLLOT DL77E523398 LOFE041179 L1IEEE2245 212703448 LISETTEILS
SAZ1/TUZ1 415117307 0L.34E232408 465182622 #N/A L25540336 #N/A

Proteina EGFR1 EGFR1 MED3 MEDL FEBP14 AKT1

#N/A: NO DETECTABLE. (*) CATALOGADA COMO N218, 19 Y 20, SE REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS.
LAS MUESTRAS SA1/TU1 CORRESPONDEN AL PACIENTE1 (TABLA XXXVII) Y ASf SUCESIVAMENTE. LAS MUESTRAS SA18* SA19* Y SA20* SON UNA UNICA MUESTRA SANA
DE UN UNICO PACIENTE CORRELACIONADAS CON CADA UNA DE LAS MUESTRAS TUMORALES DE LOS 3 TUMORES DE DICHO PACIENTE (TU18*-TU19*-TU20%).

TABLA XLII. Cocientes de cuantificacion de la proteina EGFR1 (secuencias peptidicas SPSDCCHNQCAAGCTGPR, IPLENLQIIR), proteina
MKO3 (secuencia peptidica RTEGVGPGVPGEVEMVK),proteina MKO1 (secuencia peptidica VADPDHDHTGFLTEYVATR), péptido
GWEEGVAQMSVGQR de la proteina P62942 FKB1A_HUMAN (peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A), péptido EEWTTAIQTVADGLK
de la proteina AKT1, en el tejido sano y tumoral, en pacientes con cancer gastrico humano.
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Cuando el (Cc) de los peps. (péptidos) de la proteina EGFR1, MK0O1 y MKO03, FKBP1A,
AKT1, es mayor que 1, la cantidad experimental (calculada) del péptido correspondiente,
es mayor en el tejido sano, que en el tumoral.

Si el Cc es menor que 1, la cantidad experimental (calculada) del péptido correspondiente
es mayor en el tejido tumoral que en el sano. Si el cociente es igual, o aproximadamente, 1,
la cantidad experimental de péptido en los tejidos sano y tumoral, son aproximadamente
iguales.

En esta tesis, se trabaja con 19 casos de pacientes afectos de un adenocarcinoma gastrico,
mostrando uno de ellos un tumor multiple, con tres carcinomas gastricos en diferente
localizacién.

La muestra de Ccs abarca los estadios tumorales de la enfermedad del 1A al IV. Desde un
punto de vista estadistico, el cociente de cuantificaciéon Cc, se puede considerar como una
variable aleatoria cuyo valor depende, entre otros, del "fenotipo de cancer gastrico", de la
proteina seleccionada, del paciente y sus antecedentes "clinicos y patolégicos".

Se considera que la muestra estd tomada de una poblacién homogénea, ésto es, pacientes
con cancer gastrico. El método de toma y manejo de las muestras y el calculo de los valores
experimentales de los Cc, ha sido el mismo para todos los péptidos de las proteinas
seleccionadas. Por ello, se puede admitir que la muestra, a pesar de su pequefio tamafio,
es estadisticamente representativa de los pacientes con cancer gastrico y que, de ella, se
pueden obtener patrones de comportamiento en los diferentes estadios de la clasificacién
TNM.

Esta hipotesis de trabajo se corrobora por los resultados obtenidos en el estudio, que se
identifican con el comportamiento de las proteinas descritas en la bibliografia y que son
utilizadas para el tratamiento en la practica clinica.

Este resultado, en los inicios de una linea de investigaciéon, no esta exento de
incertidumbre. Las principales fuentes de incertidumbre son (1) del propio fenémeno
estudiado, ésto es, la evolucidén tumoral en pacientes con cancer gastrico, (2) de los datos
obtenidos de un proceso complejo de extraccién, manipulaciéon y cuantificacién de las
proteinas (3) de la estadistica, ya que la informaciéon de la que se ha dispuesto, es
efectivamente pequefia e incompleta y (4) de los modelos de agrupacién e interpretaciéon
de los cocientes de cuantificacién "control/caso"”, que las diferentes proteinas ejercen
sobre la célula y el desarrollo tumoral.

Con respecto a la fuente de incertidumbre (2), los errores que se pudieran producir en la
cuantificacion, se han acotado mediante la normalizacién de los valores experimentales,
utilizando el péptido pesado de una proteina, con la misma secuencia peptidica, que la
proteina objeto de analisis.

Los valores asi obtenidos, se pueden considerar como ‘'representativos” del
comportamiento de la proteina en pacientes con cancer gastrico, de localizacién antral.
Esta manera de proceder ofrece garantias de la representatividad estadistica de los
valores de la muestra y de los resultados obtenidos a partir de ellos.

Sin embargo, el tamafo de la muestra y la falta de algunos datos durante el proceso, no
aconseja realizar estudios sobre su varianza.
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Apoyados en estas consideraciones, en esta tesis, se analizan en primer lugar, las
relaciones entre los valores de los Cc de diferentes proteinas implicadas en la
carcinogénesis del cancer gastrico. En segundo lugar, se agrupan los valores de
cuantificaciéon de la muestra por estadios, se calcula el valor medio de los datos
disponibles para cada proteina y se analiza la dependencia funcional de estos valores
medios, con el estadio del paciente.

Hemos estudiado la variabilidad de esta muestra agrupada por estadios, mediante el
método de las funciones empiricas ortogonales tal y como se describe en este capitulo.

ESTUDIO DE LAS RELACIONES ENTRE LOS VALORES DE LOS COCIENTES DE
CUANTIFICACION DE LAS DIFERENTES PROTEINAS

La muestra de datos disponible, esta formada por los cocientes de cuantificacién (Cc) de
las proteinas EGFR1, MKO1, MKO03, FKBP1A, AKT1, en el tejido gastrico sano, dividido por
la cantidad equivalente de péptido en el tejido gastrico tumoral. Los datos se obtuvieron
experimentalmente en dos campaiias diferentes. En la primera de ellas, se analizaron las
muestras de nueve pacientes y se corresponden con la numeracion correlativa del 1 al 9.
En la segunda campafia, se ampli6 la muestra de datos con diez pacientes mas, numerados
del 10 al 21, en total, 19 pacientes con 21 datos tumorales, puesto que uno de los pacientes
presentaba un tumor multiple, con tres carcinomas gastricos en diferente localizacién (18,
19 y 20); estos datos aparecen en la tabla resultados con un (*).

El prefijo SA indica la cantidad observada y normalizada de tejido sano, mientras que el
prefijo TU es indicativo de la cantidad observada y normalizada de tejido tumoral del
paciente. El cociente de cuantificaciéon de cada uno de los péptidos correspondiente a cada
uno de los pacientes, se obtiene dividiendo ambas cantidades observadas.

Los valores de este cociente, se recogen en las tablas descritas en el apartado previo de
datos de cuantificacién de los diferentes péptidos de las proteinas analizadas en el tejido
sano y tumoral de los pacientes incluidos en el estudio, en la TABLA XXXVII para los
péptidos del EGFR1, TABLA XXXVIII para el péptido del MK01-MKO03, TABLA XXXIX con los
valores del péptido del FKBP1A y finalmente TABLA XL con los valores correspondientes
al péptido AKT1. Este péptido sdlo fue analizado en la segunda campafia experimental. As{
mismo, en este capitulo se describe una tabla resumen con todos los resultados
anteriormente descritos, correspondiente a la TABLA XLII.

En la primera campafia se analizé un segundo péptido del FKBP1A, pero, por razones de
volumen de informacién, no parecié conveniente continuar con ese proceso experimental
en la segunda campafia.

REVISION Y VALIDACION DE LOS DATOS

En primer lugar se procedi6 a revisar y validar los datos obtenidos experimentalmente,
comprobando el orden de magnitud y chequeando los cocientes a partir de las cantidades
SA y TU disponibles. Después se discuti6 el tratamiento de los datos #N/A proporcionados
por el laboratorio. Siguiendo sus indicaciones se decidi6 quitar ese dato que, si bien
significaba reducir ain mas la muestra, no habia ningun criterio para discriminar, si es que
el péptido no se encontraba en la muestra, o si se encontraba en una cantidad inferior a la
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de deteccion por el equipo experimental o si el experimento resulté fallido por causas no
conocidas. Las tablas anteriores recogen los datos validos para los diferentes péptidos de
las proteinas seleccionadas y pacientes.

También, siguiendo las indicaciones del laboratorio, se procedi6 a adjudicar a la proteina
EGFR1, el valor medio de los valores observados en las secuencias peptidicas EGFR1 (pep
1) y EGFR1 (pep 2). Si uno de los datos faltaba, se adopté el tinico valor disponible, como
valor representativo del EGFR1 para ese paciente.

Por otra parte, todos los valores de los Ccs reflejados en las tablas, toman valores menores
y mayores que la unidad (umbral de dominio de la cantidad de tejido sano sobre el
tumoral), varian en el intervalo [0.25, 7.50], pero la mayor parte de los datos, se
encuentran en el intervalo [0.75, 3.50], es decir, tienen el mismo orden de magnitud y su
variabilidad alrededor de su valor medio, es del orden de 2-3 veces el valor medio.

Se puede admitir, al menos como hipétesis de trabajo, que esta muestra de los valores de
los cocientes de cuantificacién de los péptidos, es una muestra representativa de las
proteinas encontradas en los pacientes con "cancer gastrico”, independientemente del
estadio de la enfermedad, segun la clasificacién UICC.

Ante el control que ejerce el EGFR1, a través de las vias tirosin kinasa (RTKs) y PI3K/AKT
(fosfo inositol 3-kinasa), sobre la evolucién de los restantes proteinas, excepto sobre el
FKPB1A, la primera pregunta que se necesita abordar es, si los valores muestrales de las
diferentes proteinas, tienen una relacién funcional (lineal, potencial, etc.) con los valores
muestrales correspondientes al péptido EGFR1.

1. RELACIONES FUNCIONALES DE LOS VALORES DE LOS COCIENTES DE
CUANTIFICACION DE LAS DIFERENTES PROTEINAS CON LOS DEL
EGFR1.

En las figuras siguientes (FIGURA 42-43-44-45), se representan los valores de Ccs
recogidos en las tablas anteriores; en el eje de abscisas se presenta el valor
correspondiente al EGFR1, y en el eje de ordenadas se representan correlativamente los
valores de los péptidos MKO1 (FIGURA 42), MK03 (FIGURA 43), FKBP1A (FIGURA 44) Y
AKT1 (FIGURA 45).
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FIGURA 42. Valores de los péptidos MK01/ EGFR1
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FIGURA 43. Valores de los péptidos MKO3/EGFR1
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FIGURA 44. Valores de los péptidos FKBP1A/EGFR1
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AKT
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FIGURA 45. Valores de los péptidos AKT1/EGFR1

a) MKO1y EGFR1
Los datos en el eje de abscisas (EGFR1) estan en el intervalo de valores [0.70-4.40],

mientras que los valores del eje de ordenadas (MKO1) estan en el intervalo [0.25-3.50].
Excepto dos valores, correspondientes a los pacientes 7 (IIIC) y 19 (paciente con tres
tumores, en este caso estadio (IA), los datos se agrupan alrededor del punto (1,1), con
dispersion vertical (MKO1) mayor que la horizontal (EGFR). Tanto el ajuste lineal como el
parabdlico, pueden utilizarse para analizar la relaciéon entre valores Ccs de ambos
péptidos. No obstante, conviene resaltar, que ninguno de los dos ajustes es bueno. Los
datos parecen indicar una independencia entre los valores de ambos péptidos, al menos
entre los intervalos EGFR1 (0.5-1.5)-MKO01 (0.25-1.75).

b) MKO3 y EGFR1

De forma analoga al intervalo de MKO1, los valores del péptido MK03 se extienden en el
intervalo (0.40 -3.50), pero, a diferencia de aquellos, el ajuste lineal entre los valores de los
Ccs es una buena representacion de la relacién entre ellos. Con caracter global cuando el
valor del EGFR1 crece también lo hace el de MK03. La dispersion de los datos tanto en
horizontal como en vertical es grande (es decir, seleccionando un valor del Cc de EGFR1
por ejemplo 1, los valores de MK0O3 pueden variar entre 0.5 y 2.3. Andlogamente ocurre, si
se toma un valor de MKO3, por ejemplo 1.5, los valores de EGFR1 varian en el intervalo
0.5-2.3.

¢) AKT1yEGFR1

Si bien el nimero de datos disponibles es menor que para los otros péptidos, sélo se
determiné la Cc del AKT en la segunda campafia, los datos indican que al crecer (decrecer)
el valor de Cc del EGFR1 crece (decrece) el correspondiente de AKT.

d) FKBP1Ay EGFR1

Cuando los valores de los correspondientes Ccs son mas pequefios EGFR< 1.5 y FKPB1A <
1.5, la relacion lineal representa bien el comportamiento experimental. Obsérvese que en
ese rango de valores la rama de la curva parabélica es casi una recta, que define mejor la
relaciéon entre Ccs que la recta, en azul, mejor ajuste de todos los datos. Al contabilizar en
la regresidon lineal los cuatro valores mas alejados, la pendiente de recta se reduce para
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conseguir el error medio cuadratico minimo. Los dos valores mas altos del péptido
FKBP1A pertenecen a pacientes (5y 7) en el estadio IIIC.

En resumen, con caracter general, los valores de los datos experimentales de los cocientes
de cuantificacion de los péptidos seleccionados, tienen todos ellos el mismo orden de
magnitud y siguen la pauta de los valores del EGFR1, crecen al crecer estos. Este
comportamiento es mas evidente en el AKT, MKO3 y en el FKBP1A, en concreto para
valores menores que 1.5. Los valores del MKO1 no siguen este comportamiento, pero se
mantienen acotados alrededor del punto (1.1).

Llegado a este punto, se continu6 explorando otras relaciones entre los valores de los Ccs;
asi, por ejemplo, realizamos analisis de funciones no polinémicas y analisis de regresiéon
multiple, es decir exploramos, si los valores de un péptido, ademas del valor del EGFR1,
dependen también del valor de otra u otras proteinas.

Una vez analizados los resultados pudimos observar, que no mejoraba sensiblemente los
resultados anteriores.

Por ello, se decidi6 analizar los datos, en funcién de un pardmetro (conducta) de
homogeneizacion, es decir en términos del estadio tumoral de la enfermedad.

REGRESION MULTIPLE

A la luz de los resultados anteriores y teniendo en cuenta el control que ejerce el EGFR1
sobre el proceso evolutivo del tumor, parece oportuno realizar un andlisis de regresion
multiple de los datos. En este apartado se obtienen relaciones lineales entre los valores de
Cc por ternas de péptidos, de tal forma que, conocidos los valores de dos de ellos, se puede
determinar el valor del tercero con un error maximo.

El modelo lineal se escribe
Cco=ag + a1*Ccy + a2*Cc;

donde, Ccy es el valor del cociente de cuantificacién de uno de los péptidos a determinar,
en funcion de los valores de los cocientes de cuantificacién de los otros dos Cc; y Cc;. Los
coeficientes de la regresidn son ao, a;, az que se determina a partir de los datos de la
muestra. El error maximo, En., se determina como el valor absoluto de la maxima
diferencia entre los valores calculados por la regresion y el de la muestra.

Se han considerado dos casos: (1) la regresion entre los valores Cc del péptido MKO1 con
los valores Cc de los péptidos EGFR y MKO3 y (2) la regresién de los valores de Cc de
FKBP1A y los de los péptidos EGFR y AKT. En cada caso se ha uniformizado el nimero de
datos de cada uno de los péptidos de la terna, descartando aquellos valores que fueran
#N/A en alguna de ellas. FIGURA 46-47.

Caso(1): MK01, MKO3 y EGFR.

En la FIGURA 46 se presenta el resultado de la regresion lineal por pares de valores [Cco,
Cc1] y [Ceo, Ccz]. En el eje de abscisas se representan los valores del Cco del péptido MKO01,
obtenido mediante la regresion y los valores observados experimentalmente. En el eje de
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ordenadas se presentan los correspondientes valores del Cc; en este caso el EGFR y Cc»
valores del MKO03. Los coeficientes del ajuste obtenidos son: a;= -0.0374; a;=0.3254;
az=0.3761,

[MKO1]=-0.0374 + 0.3254*[EGFR] + 0.3761*[MK03]

El error maximo del valor calculado del cociente de cuantificaciéon del péptido MKO1 es
Emax=0.49.

Se puede observar que los valores de los Cc del MKO1 calculados y representados frente al
EGFR (azul) o MKO3 (verde), siguen el mismo patrén de comportamiento que los valores
experimentales (rojo). Al decrecer, (crecer), los valores de las Ccs del EGFR y del MKO03,
también decrecen, (crecen), los valores del Cc del MKO1. Conocidos los valores de dos
péptidos, se puede obtener el del tercero.

Por otra parte, si se bloquea y quedan fijados los valores de una de las proteinas, mediante
tratamiento farmacoldgico, los valores de los otros dos péptidos estdn determinados por
una recta. Por ejemplo, si se bloquease la acciéon del EGFR y si, hipotéticamente, se lograse
acotar su valor de Cc, por ejemplo en cero, entonces los valores de los dos péptidos MK0O1
y MKO3 estarian vinculados,

[MKO1]=-0.0374 + 0.3761*[MKO03]

Si, como consecuencia del tratamiento anterior, se bloquease el MK03, bastaria llevar su
valor de bloqueo a Cc[MK03]=0.10 para que el Cc[MK01]=0.

T T
COCIENTE DE CUANTIFICACION
5L | Proteina MKO1 - Human
Calculo por regresién multiple de
MKO03 y EGFR

4L | CANCER GASTRICO HUMANO "

Valores medidos de MK0O3 y EGFR
(&%)
T
|

. + MKO1 calculado frente a MK03
C# +  MKO1 calculado frente EGFR
s 2 #1 R ~ MKO1 obervado frente a EGFR|
+ H
W
D 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3

Valores medidos y estimados de MKO1

FIGURA 46. Caso(1): Terna MK01, MKO3 y EGFR.

Caso (2): FKBP1A, EGFR y AKT

En la FIGURA 47 se presenta el resultado de la regresion lineal por pares de valores [Cco,
CC1] y [CcO,CCZ].

En el eje de abscisas se representan los valores del Cco del péptido FKBP1A obtenido
mediante la regresion y los valores observados experimentalmente. En el eje de ordenadas
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se presentan los correspondientes valores del Cci en este caso el EGFR y Cc; del AKT. Los
coeficientes del ajuste obtenidos son: a;=-0.1702; a;=1.6238; a3=-0.7004,

[FKBP1A]= -0.1702 + 1.6238*[EGFR] - 0.7004*[AKT]

El error maximo del valor calculado del cociente de cuantificacién del péptido FKBP1A es
Emax=0.44.

Los valores experimentales de la Cc del péptido FKBP1A, varian en el intervalo [0.2 1.35].
En el siguiente apartado se muestra que el crecimiento de su valor es lineal con el estadio
tumoral del paciente.

Mientras que en la terna MKO1, MKO3 y EGFR los tres valores crecen, o decrecen,
simultdneamente, al determinar un valor del Cc del FKBP1A, por superposicidn lineal de
los Cc del EGFR y del AKT, se puede observar que éstos actiian de forma antagdnica, uno
(EGFR) suma, mientras que el otro (AKT) resta.

9 ! ! T ! ' T
: : : : Cociente de Cuantificacién

PROTEINA FKBP1A - HUMAN

Calculo por regreswf)n: multiple de
EGFRYy AKT .

Cancer gastrico humano

Valores observados de AKT y EGFR

4l : : & 3 Calculados con datos medidos de EGFR| |
: : : +  Calculados con datos medidos de AKT
3L : : : “  Valores medidos de FKPB1A 4
2+ 5 7
+ : 4 : +

1z A £ BT oA & B
0 i I I I I I

02 04 06 08 1 12 14 16

Valores de FKBP1A

FIGURA 47. Caso(2): Terna FKBP1A, AKT y EGFR.

Este comportamiento, ademas de confirmar de forma cruzada los valores experimentales,
permite también, apoyarse en él, para predecir la accion medicamentosa, sobre los
valores de los cocientes de cuantificacion de estas proteinas, en relacion con el estadio
tumoral del paciente.

Si se bloquea la accién del FKBP1A y se consigue mantener constante el valor del Cc, por
ejemplo cero, entonces, las Ccs de los péptidos EGFR y AKT mantienen una relacién lineal.
De esta forma, alcanzado el bloqueo del cociente de cuantificaciéon de la proteina EGFR,
entonces el Cc del AKT, queda acotada.

Si el valor de bloqueo del EGFR desciende hasta un Cc[EGFR]= 0.11, entonces la Cc de la
AKT se hace cero, véase la FIGURA 48.
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18l Cc[FKPB1A]=0.0
Cc[FKPB1A]=0.35

1.4f .

1.2 B

0.8 1

0.6 4
Recta de regresion lineal
entre EGFR y AKT

0.4} para valores acotados 1
del cociente de

cuantificacion del
0.2 FKPB1A B

EGFR

FIGURA 48. Recta regresion lineal EGFR-AKT para valores
acotados del Cc del FKBP1A.

2. ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO DEL COCIENTE DE CUANTIFICACION
EN FUNCION DEL ESTADIO TUMORAL DEL PACIENTE

Ademas, se pueden continuar explorando otras relaciones entre los valores de los Ccs,
como, por ejemplo, funciones no polinémicas. Este camino es sencillo, pero una vez
explorado no parece que vaya a mejorar la aplicacion de los resultados anteriores.

El siguiente paso, una vez verificado que los valores de los Ccs de los diferentes péptidos
mantienen relaciones lineales, seria unir los datos experimentales con los datos clinicos,
relativos a los estadios tumorales del paciente. Es decir, homogeneizar los datos
muestrales por subconjuntos, en funcion de un parametro (conducta) de
homogeneizacion, es decir en términos del estadio tumoral de cada paciente.

El procedimiento seguido para determinar del estadio tumoral de cada uno de los
pacientes se explica en el apartado relativo a los datos epidemiolégicos.

La tabla siguiente (TABLA XXX de RESULTADOS Y DISCUSION) , recoge a todos los
pacientes de la serie, identificados por su nimero, del 1 al 21, su clasificacién TNM y el
estadio anatomo-patolégicas de los tumores segin UICC.
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PACIENTE TNM ESTADIO IICC
i pTANOMD LVi-PN- 4
2 pT4aM2M0 LVi- PN+ IIE
3 BT3N2MOLVis PN+ 1A
4 BT3N2MO LVi+ PN+ ma
5 pT4al 3=M0 LVi+ PN+ 1iC
& pT1hNOMO LVi- PN- IA
7 pT4aM3bMO LVi+ PN+ ic
g pTZN1MO LVi+ PN- MA
g pTINOMOLVi- FN- A
10 PT3N1MO LVi- PN+ 1B
11 pTINOM1 LVi- PN- v
12 yTINOMO LVi PN- na
i3 ¥T3NZMD LVi- PN- ma
14 yTINZaM0 LVi+ PN- e
i5 ¥T3INOMO LVi- PN- na
16 pTZN0MO LVi- PN- IE
17 pT2ZN2MD LVi+ FN- IE
12(%) pT4aN0MD LVi+ PN+ 1E
13(%) PTiNOMO LViFN- IA
20(%) pTINOMD LVi- PM- IA
21 pT2N1MO LVi- FN- 114

ESTADIOS ANATOMO-PATOLOGICOS DE LOS TUMORES DE LOS 19 PACIENTES CON CANCER GASTRICO. (PACIENTES
MARCADOS p-TNM) SE CORRESPONDEN CON ESTAD{O ANATOMO-PATOLOGICO SIN TRATAMIENTO PREVIO. (PACIENTES
MARCADOS EN NEGRITA/SUBRAYADO/y-TNM) HAN RECIBIDO NEOADYUVANCIA. (*) CATALOGADA COMO N218, 19 Y 20,
SE REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS.

TABLA XXX. Clasificacion TNM. Estadio UICC.
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COMPORTAMIENTO DE LOS VALORES MEDIOS MUESTRALES DE LOS
COCIENTES DE CUANTIFICACION AGRUPADOS POR ESTADIOS TUMORALES.

En la TABLA XLI], se recogen los valores medios muestrales por estadio tumoral para cada
proteina. Se indica expresamente, identificado con el superindice (1), cuando sélo se
dispone de un dnico valor muestral. Siguiendo las recomendaciones del laboratorio, se
trabaja con el valor medio de los Ccs de los péptidos EGFR1 (pep1) y EGFR1 (pep2).

UICC EGFR MKO01 MKO03 FKBP1A AKT
[-A 247 277 2.67 0.77 -
[-BM 213 - 3.43 - 5.03
I-C - - - - -
I1-A 1.08 0.48 1.28 0.81 0.79
II-B 1.10 0.70 0.77 0.67 1.08
[1-C - - - - -
III-A 1.59 1.15 1.14 1.10 1.43
I1I-B 2.60 1.63 1.76 0.76 -
II-C 1.83 0.77 5.59 2.38 -
IV 0.79 0.800 1.711  0.87 0.69

TABLA XLIII. Valores medios de los cocientes de cuantificacion en
funcién de los estadios del paciente

En la FIGURA 49, se representan los valores de la tabla previa, en el eje de abscisas el
estadio tumoral del paciente, en el eje de ordenadas el cociente de cuantificacién de cada
proteina, y una poligonal de mejor ajuste a los datos de cada uno de ellos. Todas las
proteinas, excepto el FKBP1A, tienen el mismo comportamiento frente al estadio tumoral
del paciente.

Se pueden identificar cuatro regiones de comportamiento del cociente de cuantificacién de
cada uno de los péptidos: decaimiento, valor minimo, crecimiento y dominio tumoral.

(1) Regidén de decaimiento: estadios I-A/II-A

Los valores de los Ccs de cada proteina decrecen al incrementar el estadio de la
enfermedad. Tal y como era esperable dada la relacion lineal entre los Ccs de las proteinas,
la tasa de decaimiento es similar. En todos ellos, la cantidad de proteinas de tejido sano es
superior a la del tejido tumoral.
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(2) Regidn de valores minimos: estadios II-A/II-B

Los valores de los Ccs de cada proteina son los minimos de la serie muestral y toman
valores alrededor de la unidad. Cuando el valor esta por debajo de la unidad, quiere decir
que la muestra de esa proteina (en promedio) tiene mas cantidad de proteina en el tejido
tumoral que en el sano. El péptido AKT alcanza el minimo en el estadio III-A, si bien, dado
el escaso numero de datos, este resultado debe tomarse con prudencia.

(3) Regién de crecimiento: estadios I1-C/III-C

Los valores de los Ccs vuelven a crecer a una tasa similar a los de la Region (1); los valores
son mayores que la unidad, indicando que de nuevo, hay mayor cantidad de proteina en el
tejido sano que en el tumoral. Aparentemente este crecimiento contintia hasta alcanzar el
estadio III-B o C, donde tendria los valores maximos.

(4) Regién de "dominio tumoral”: estadios III-C/IV

Si bien los datos correspondientes al estadio IV son escasos y en dos proteinas sélo se
dispone de un valor, parece que los Ccs decrecen bruscamente, hasta alcanzar valores
alrededor de la unidad.

Este patron de comportamiento de los valores medios de los Ccs, puede ser de aplicaciéon
en la practica clinica; a medida que evoluciona en el tiempo el cancer gastrico, podemos
predecir, segln el estadio tumoral en el que se encuentra la enfermedad, el Cc de cada
proteina, para cada paciente y viceversa.

Cociente de Cuantificacion de cada +  Dato EGFR
péptido por estadios de la enfermedad Poligonal EGFR *

5L : ‘ Cancer gastiico humano 3 Dato MKO1
: . : L : . Poligonal MKO1
CLASIFICACION uICC +  Dato MKO3
: : : : : : . Poligonal MK03 [
4 ; ! ; : ; ! ! Dato AKT [
Poligonal AKT / \
+  Dato FKPB1A [
Poligonal FKPB1A |/ : |

Ccs de cada péptido
[+]
T

[ I-A I-B I-C I I-A -B I-C i 1-A 1-B n-c v
Estadios Clasificacion UICC

FIGURA 49. Valores medios de los cocientes de cuantificaciéon en funcion
de los estadios del paciente.
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COMPORTAMIENTO DEL FKBP1A

Esta proteina tiene un comportamiento diferenciado en relacién con las otras proteinas
cuantificadas. Desde el estadio I-A hasta el III-C, modifica su valor ligeramente al alza,
pero se mantiene por debajo de la unidad. Solamente al alcanzar el estadio III-C, aumenta
ligeramente para luego caer bruscamente en el estadio IV.

El FKBP1A es la proteina con menor variaciéon de los valores medios de los Ccs, en los
diferentes estadios del paciente. Este comportamiento diferencial puede utilizarse como
referencia y contraste frente al comportamiento de las restantes proteinas, bien aplicando
la regresion lineal o el potencial que proporciona el andlisis por componentes principales
y que se analiza en el siguiente apartado.

En efecto, se ha visto que se pueden determinar los valores del péptido FKBP1A, en
funcién de los Ccs del EGFR y AKT, que actdan de forma antagénica. Hasta el estadio II-B,
los Ccs del EGFR y AKT decrecen, pero al combinarlos linealmente, se obtiene un Cc de
FKBP1A que, entre los estadios II-B y III-B, crece ligeramente, al crecer el EGFR y seguir
decreciendo el AKT. La evolucion del valor de los Ccs del FKBP1A en los estadios III-C y IV,
es similar al valor de los Ccs de las restantes proteinas.

ANALISIS MULTIVARIADO DE LOS COCIENTES DE CUANTIFICACION

En el apartado anterior, se ha realizado una regresion multiple para explicar la variacién
del valor del Cc de una de las proteinas, en funcién de los valores de los Ccs de otras dos
proteinas de la muestra, sin tener en cuenta el estadio del paciente.

Todas las curvas de los valores de los Cc de las proteinas, transitan por las cuatro regiones
descritas en el apartado anterior, excepto para la proteina FKBP1A, cuando se comparan
con el estadio tumoral del paciente.

En vista de la similitud de la variacion de los valores de los Ccs de las proteinas en funcién
de los estadios tumorales del paciente, parece aconsejable realizar un analisis
multivariado, tratando de encontrar las posibles relaciones entre los Ccs de todas las
proteinas estudiadas de forma conjunta y agrupada, segun el estadio tumoral de la
enfermedad.

Se ha decidido realizar este andlisis, aplicando el método de las componentes principales,
aunque también habria sido posible aplicar otras técnicas de analisis similares. El objetivo
de este tipo de andlisis es explicar la estructura de la varianza-covarianza en una muestra
de datos, utilizando combinaciones lineales de las variables originales. Con ello, se trata de
reducir el nimero de datos con los que se trabaja. En este caso, se ha probado, que se
puede trabajar so6lo con dos componentes o autofunciones, lo que ayuda a su
interpretacion.

Dado que la serie de datos del cociente de cuantificacién es homogénea, no ha habido que
estandarizar el conjunto de datos. Se han descartado los valores (pacientes) que no
estaban en las cinco proteinas, en algunos de los estadios de la enfermedad (por ejemplo
el estadio 1A).
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La muestra se ha construido con los datos, que aparecen en las tablas de valores de los
cocientes de cuantificacién por proteinas y enfermos y éstos se han cruzado con el estadio
tumoral del paciente, datos que se han obtenido de los estudios anatomo-patoldgicos de
cada paciente.

VARIACION DE LA MEDIA DE LOS VALORES MUESTRALES Y DE LAS TRES
PRIMERAS AUTOFUNCIONES, CON EL ESTADIO DEL PACIENTE

A continuacién, en las FIGURAS 50-51-52-53 se presentan los resultados mas relevantes
obtenidos en el analisis por componentes principales.

La FIGURA 50, representa la variacién media de todos los datos en funcién del estadio. El
mismo resultado se obtiene calculando el valor medio por estadios de los valores
representados en la FIGURA 49 (valor medio de cada proteina, en funcién del estadio del
paciente, TABLA XLIII). En la FIGURA 51-52-53, se representan las tres primeras
autofunciones 1, 2 y 3, en funcién del estadio del paciente.

valor medio
T

n
@

N
(=2}
T
L

Valor medio del anélisis de las
componentes principales
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~
T
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o
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Valor medio de los cinco péptidos
=
(o]

12r

| | |
I-B I-C Il II-A 1-B I-C I -A -8 n-c v

0.8 1 1 1 1 1 1

Estadios del paciente

FIGURA 50. Representa los valores de los cocientes de cuantificacion de
las 5 proteinas analizadas, en relaciéon con el estadio tumoral de cada
paciente. Variaciéon media de todos los datos en funcién del estadio.
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FIGURA 51. Valor de la Autofuncién 1 en relacion con los estadios.
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FIGURA 52. Valor de la Autofuncién 2 en relacién con los estadios.
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FIGURA 53. Valor de la Autofuncién 3 en relacion con los estadios.

En la FIGURA 54 se representa el tanto por ciento de variabilidad que se puede explicar

con el concurso de las dos primeras autofunciones. Bastan dos autofunciones, para
explicar el 98% de la variabilidad de la muestra.
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FIGURA 54. Variabilidad explicada en funcién del nimero de
autofunciones.

3. SIMULACION DE LOS COCIENTES DE CUANTIFICACION DE LOS
DIFERENTES PEPTIDOS SEGUN EL ESTADIO DEL PACIENTE CON LAS
TRES PRIMERAS AUTOFUNCIONES

El andlisis por componentes principales, ademas de proporcionar las autofunciones,
también proporcionan los pesos (scores) por los que se deben multiplicar cada
autofuncioén, para calcular su contribucién al cociente de cuantificacion de un péptido
cualquiera, en un estadio cualquiera de la enfermedad.

En las dos tablas siguientes se presentan los valores de las autofunciones 1, 2, 3 y 4 y los
pesos por los que se deben multiplicar para obtener el cociente de cuantificaciéon de cada
péptido. TABLA XLIV-XLV.
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Estadio
I-B

I-C
II
II-A
II-B
II-C
111
I11-A
I11-B
I1-C
\Y%

Autof_1
0.544505
0.397675
0.250845
0.104015
0.022259
0.015521
0.008784
0.002046
0.043824
0.668082
0.150181

Autof_2
-0.571667
-0.357926
-0.144185
0.069556
-0.067787
-0.065025
-0.062263
-0.059501
0.006584
0.696996
0.131802

Autof_3
0.100309
0.014564
-0.071182
-0.156927
-0.160528
-0.176524
-0.19252
-0.208516
-0.906318
0.028787
0.01788

Autof 4

-0.177947
0.021099
0.220145
0.419190
0.348389
0.344316
0.340243
0.336170
-0.392394
0.062126

-0.342298

TABLA XLIV. Valor de cada autofuncién (Autof) segun el estadio del

EGFR
MKO1
MKO03
AKT
FKBP1A

Autof 1
-0.729074

-1.680205
3.108628
1.067483

-1.766833

paciente

Autof_2
0.058089
-0.549469
1.748229
-3.011699
1.754849

Autof 3

-1.226564
0.058833
0.022758
0.408149
0.736823

Autof_4
0.170121
-0.443192
-0.117781
0.153860
0.236992

TABLA XLV. Pesos de cada autofunciéon (Autof) para cada péptido

Por ultimo, en la tabla siguiente se dan los valores de la media de la muestra, que se deben
de sumar al producto de cada una de las autofunciones, multiplicadas por sus respectivos

pesos, para obtener el valor del cociente de cuantificacién de un péptido en funcién del

estadio. TABLA XLVI.
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Estadio Valor medio muestral

I-B 2.7135
I-C 2.105

II 1.4965
I1-A 0.8880
II-B 0.8640
I1-C 1.0033
I 1.1427
II-A 1.2820
I1I-B 1.5867
II-C 2.3013
v 0.9720

TABLA XLVI. Valor medio muestral en funcién del estadio.

El valor del cociente de cuantificacion, por ejemplo del péptido EGFR, en el estadio I1-A se
puede obtener mediante la suma de los siguientes términos, (en este ejemplo se han
tomado solo tres autofunciones),

Valor medio muestral II-A: 0.8880

Primera autofuncion por el peso de EGFR (estadio 11-A): 0.1040 * (-0.7271)
Segunda autofuncion por el peso de EGFR (estadio II-A): 0.0696 * 0.0581
Tercera autfuncion por el peso de EGFR (estadio 1I-A): -0.1569 *(-1.2266)
Cc[EGFR_II-A] = Valor medio + p1*Autof_1+p2*Autof_2+ps*Autof_3
Cc[EGFRL_II-A] = 0.8880 - 0.1040 * 0.7271 + 0.0696 * 0.0581 + 0.1569*1.2266
Cc[EGFR_II-A] =1.01

En las FIGURAS 55-56-57-58-59, se presentan los resultados de la simulaciéon de los
valores muestrales, considerando sélo las tres primeras autofunciones, conjuntamente con
los valores muestrales para los péptidos EGFR1, MK01, MKO03, AKT y FKBP1A, en funcién
del estadio del paciente.

El ajuste es muy bueno para todas las proteinas y permite utilizar este resultado para
predecir la evolucién del paciente.
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La reconstruccidn grafica de la proteina MK01, no es tan buena como la de las restantes
proteinas. Se necesitan incorporar mas autofunciones a la combinacién lineal. En la
FIGURA 60 se presenta la reconstruccion de la curva y los valores experimentales
utilizando esta vez cinco autofunciones. El ajuste mejora apreciablemente.
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FIGURA 55. Reconstruccién de la curva del péptido EGFR1 por estadios
del paciente con las 3 primeras autofunciones.
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FIGURA 56. Reconstruccién de la curva del péptido MKO1 por estadios
del paciente con las 3 primeras autofunciones.
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FIGURA 57. Reconstruccién de la curva del péptido AKT por estadios del
paciente con las 3 primeras autofunciones.
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FIGURA 58. Reconstruccion de la curva del péptido MKO3 por estadios
del paciente con las 3 primeras autofunciones.
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FIGURA 59. Reconstruccién de la curva del péptido FKBP1A por estadios
del paciente con las 3 primeras autofunciones.
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FIGURA 60. Reconstruccién de la curva del péptido MKO1 por estadios
del paciente con las 5 autofunciones.
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APLICACION TERAPEUTICA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE EL
ANALISIS DE LAS AUTOFUNCIONES

La simulacién de las curvas de los valores del Cc para cada proteina, en cada uno de los
estadios tumorales del paciente, tiene una clara aplicacion practica.

Paciente diagnosticado por endoscopia de adenocarcinoma gastrico antral, tipo intestinal
de la clasificacion de Lauren y previsiblemete con alteraciones moleculares de los
receptores tirosin-kinasa. Eco-endoscopia, TAC toracico, abdominal y pélvico, PET-TAC,
para la determinacién del estadio tumoral.

Conocido el estadio tumoral clinico del paciente, previo a iniciar el tratamiento, podemos
conocer los valores simulados de los Ccs de las cinco proteinas estudiadas en esta tesis,
utilizando las tablas y calculando el valor o simplemente entrando en la grafica de cada
proteina y midiendo su valor.

Esta primera estimacidn, es validada con una prueba analitica con metodologia
protedmica dirigida, en el tejido sano y tumoral con cancer gastrico, que permite obtener
los Ccs de estas proteinas, por cromatografia liquida y espectrometria de masas.

Si ambos resultados son “aproximadamente” coincidentes, las curvas simuladas se pueden
utilizar en el seguimiento del paciente, tomando a aquellos como valores de referencia.

Cuando el paciente es intervenido quirdrgicamente y se le ha practicado una resecciéon
gastrica con una linfadenectomia, dias después, el patélogo informa del estadio tumoral
en el que se encuentra el paciente.

Conocido el estadio tumoral se pueden conocer los valores de los Ccs de las cinco
proteinas estudiadas en esta tesis, utilizando los valores de las tablas y calculando el valor
o simplemente entrando en la grafica de cada proteina y midiendo su valor.

También, estas curvas se pueden utilizar para verificar la respuesta de un paciente a unos
farmacos administrados, ya que con las autofunciones se dispone de la respuesta
(evolutiva) estandar del paciente con cancer gastrico.

Cuando los resultados del seguimiento del paciente se desvian claramente de estas curvas,
entonces, se dispone de una informacién bien referenciada e identificada para determinar
de forma cierta el efecto de un determinado tratamiento.

4. POTENCIAL UTILIZACION DE LOS DATOS OBTENIDOS
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> CARACTERIZACION DEL PROTEOMA DE UNA NEOPLASIA GASTRICA
MULTIFOCAL EN PACIENTE CON INMUNODEFICIENCIA COMUN VARIABLE

INTRODUCCION
La incidencia de cancer gastrico en la inmunodeficiencia comun variable (IDCV) es menor

del 1%.

Son factores de riesgo para el desarrollo del cancer gastrico, la infecciéon por Helicobacter
pylori y la anemia perniciosa, que lo aumentan en la poblaciéon en general asi como en
pacientes con IDCV.

La tasa supervivencia a 5 anos, entendida ésta como la comparaciéon entre la
supervivencia de los pacientes afectos de cancer gastrico y la esperada en las personas sin
enfermedad, fue de un 29 %?.

El riesgo de muerte en la IDCV fue once veces mayor para los pacientes con
complicaciones no infecciosas, como la enfermedad cancerosaz2.

Por ello, una estrategia para la deteccidn precoz y vigilancia, puede ayudar a reducir la
morbilidad y el riesgo de cancer gastrico3.

De esta enfermedad no se conoce la herencia. Los niveles séricos de inmunoglobulinas
estan bajos, tanto parala IgG, IgA y/o IgM.

La nueva clasificaciéon de las inmunodeficiencias primarias de 2014, frente a las de 2011,
identifica mas de 30 nuevos genes andmalos, que podria ayudar a explicar posibles
mecanismos de carcinogénesis*.

En el afio 2000, se describieron cinco categorias de neoplasia epitelial gastrointestinal, en
torno a la llamada clasificacién de Viena.

En la categoria de las neoplasias invasivas, fueron incluidos los carcinomas intramucosos.
La clasificacion quedo resumida de la siguiente forma:
1.-Negativo para neoplasia/displasia.
2.-Indefinido para neoplasia/displasia.
3.-Neoplasia de bajo grado, no invasiva (adenoma /displasia bajo grado).
4.-Neoplasia alto grado, no invasiva,
4.1 Adenoma /displasia alto grado.
4.2 Carcinoma no invasivo (carcinoma in situ).
4.3 Sospecha de carcinoma invasivo.
5.-Neoplasia invasiva.

5.1 Carcinoma intramucoso: el carcinoma intramucoso indica invasion
dentro de lalamina propia o de la muscularis mucosa

5.2 Carcinoma submucoso o en profundidads.
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La Sociedad Japonesa de Endoscopia Gastroenteroldgica, define el cancer gastrico precoz
como un cancer en el que la afectacion tumoral esta limitada a la mucosa o a la submucosa,
independientemente de las metastasis en los ganglios linfaticos.

Desde el punto de vista macroscépico el cancer gastrico fue dividido en avanzado y
superficial.

El cancer gastrico avanzado fue clasificado en tipo 1, protuberancial, tipo 2, ulcerativo, tipo
3, ulcerativo infiltrativo y tipo 4, infiltrativo difuso; mientras que el tumor mucoso
superficial fue clasificado en 5 subtipos:

Tipo 0-1 (polipoideo)-tumor polipoideo con una altura superior a 3mm

Tipo 0-Ila (superficial elevado)-tumor ligeramente elevado con altura inferior a
3mm

Tipo 0-1I b (superficial plano)-tumor deprimido elevado

Tipo 0-lIc (superficial deprimido) -tumor con depresion

Tipo 0-1II (excavado)- tumor con gran depresion
Los tipos celulares de la neoplasia epitelial gastrica son el papilar, tubular, pobremente
diferenciado, anillo de sello (sig) y mucinoso (muc). El tubular a su vez, ha sido dividido en
bien diferenciado y moderadamente diferenciado y el pobremente diferenciado en tipo

sélido y no solido. El carcinoma de células en anillo de sello representa del 3,4 al 29% de
todos los canceres gastricos y es mas frecuente en personas jovenes y en mujeress.

En el capitulo de andlisis estadistico de la tesis doctoral, se comprobé que los valores de
los cocientes de cuantificacion (Ccs) de las diferentes proteinas (excepto para el FKBP1A),
tienen un comportamiento similar, para cada uno de los estadios tumorales de la
clasificacién TNM. FIGURA 1.
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FIGURA 1. Valores medios de los cocientes de cuantificacion en funcién
de los estadios del paciente.

Todas las proteinas, excepto el FKBP1A tienen el mismo comportamiento frente al estadio
tumoral del paciente.

Se pueden identificar cuatro regiones de comportamiento del cociente de cuantificacién de
cada uno de las proteinas: decaimiento, valor minimo, crecimiento y dominio tumoral (ver
descripcioén en el capitulo analisis de datos).

La regidon de decaimiento se corresponde con los estadios [-A/II-A, la regién de valores
minimos, con los estadios II-A/II-B, la region de crecimiento con los estadios II-C/III-C y
por ultimo la regién de "dominio tumoral” con los estadios I1I-C/IV.

Este patron de comportamiento de los valores medios de los Ccs, puede ser de aplicaciéon
en la practica clinica; a medida que evoluciona en el tiempo el cancer gastrico, podemos
predecir, segln el estadio tumoral en el que se encuentra la enfermedad, el Cc de cada
proteina, para cada paciente y viceversa.

En este capitulo se analiza el comportamiento de los Ccs de tres canceres gastricos de la
misma paciente, con IDCV, que pertenecen ala region 1 (n219 y20) y a la regién 2 (n2 18),
de la estructura anterior.

CASO CLiNICO

Presentamos una mujer de 52 afos, con diagnostico de inmunodeficiencia comtin variable
en 1994, en tratamiento con inmunoglobulinas (Ig intravenosas), a una dosis de 40 gr.
cada 2 semanas. Gastritis cronica Helicobacter Pylori-, con anemia perniciosa con déficit
de Vitamina B12 y ferropenia. Hiperplasia linfoide intestinal; gastroscopia en 2005
(adenoma con atipia moderada), en 2006 (pdlipo adenomatoso gastrico), en 2007
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(metaplasia intestinal sin rasgos de displasia). Ecoendoscopia gastrica en 2007 normal.
Colonoscopia en 2012 con adenoma tubular en sigma. Cancer gastrico en 2014,
practicindose una gastrectomia total con esofagoyeyunostomia en Y de Roux,
linfadenectomia D2.

FIGURA 2-3.

FIGURA 3. Pieza de gastrectomia total y omentectomia, abierta por
curvadura mayor. Unién eséfago-gastrica marcada con una tijera en el
borde superior de la fotografia. Numerados del 1 al 5, corresponde a los
tumores encontrados en la pieza.

Las FIGURA 2 Y 3 corresponden a la pieza de gastrectomia total con linfadenectomia D2 y
omentectomia de la paciente con (ICV) en la que se describen los siguientes tumores y
alteraciones:

1.- Adenocarcinoma gastrico tipo intestinal infiltrante, moderadamente diferenciado de 9
cm. de diametro, localizado sobre la curvatura menor a nivel de cuerpo-antro gastrico,
afectando tanto a la cara anterior y posterior. Invade toda la pared gastrica, contacta con la
serosa y alcanza también el tejido adiposo de la curvatura menor, respetando el borde
quirudrgico radial. pT4a, pNO. Estadio II B?. (Tumor 18)
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2.- Carcinoma gastrico, intramucoso, bien diferenciado, de 4,5 cm. localizado en el antro
gastrico cara posterior. pT1, pNO. Estadio [ A7. (Tumor 19)

3.- Carcinoma gastrico intramucoso, bien diferenciado, de 3,5 cm. localizado en el antro-
piloro gastrico, con presencia de células en anillo de sello. pT1, pNO Estadio I A7. (Tumor
20)

4.- Dos polipos adenomatosos gastricos con displasia de alto grado, localizados en el
fundus.

5.- Dos pélipos de 1y 0,5 cm en el piloro.

Ademas, en la pieza de reseccidn quirurgica se pudo apreciar, gastritis cronica atréfica,
Helicobacter Pylori negativo y en los cortes de la mucosa gastrica realizados al azar,
displasia de bajo y alto grado.

En resumen, el caso que presentamos, muestra un estomago con una neoplasia epitelial
gastrica, con varias formaciones tumorales en diferentes fases evolutivas.

Hemos seleccionado para el estudio, el adenocarcinoma ulcerativo-infiltrativo intestinal
tipo 3 (T n?18). También, hemos incluido los dos carcinomas intramucosos, el de células
papilo-vellositaria (T n219) y el de células en anillo de sello (T n2 20).

El tumor (T n218) es un moderadamente diferenciado, mientras que los tumores (T n219)
y (T n® 20), los dos son bien diferenciados.

El adenocarcinoma invasivo (T n218), alcanza en profundidad todo el espesor de la pared
gastrica, sin metastasis en los ganglios linfaticos, pero con invasién capilar, linfatica-
venosa y perineural.

Mientras que, los otros dos tumores intramucosos (T n219) y (T n® 20), son tipo 0-], no
tienen metastasis ganglionares, ni invasién linfatica-venosa ni neural, y son bien
diferenciados.

PLANTEAMIENTO

La progresion tumoral del cancer gastrico se asocia con una reduccién de la tasa de
supervivencia a 5 afos. Si pudiéramos caracterizar biomarcadores proteicos, que nos
permitan predecir la progresion tumoral y determinar la capacidad de invasion linfatica,
elegirfamos mejor el tratamiento médico y quirdrgico en estos pacientes y en
consecuencia mejorariamos la tasa de supervivencia.

OBJETIVOS

1.- Comparar el perfil proteémico del adenocarcinoma tipo intestinal invasivo, con los
carcinomas intramucosos papilar-vellositario, de células en anillo de sello y con la mucosa
gastrica normal de una paciente con inmunodeficiencia comun variable.

2.- Agrupar los valores de cambio experimentados por los Ccs de las proteinas
seleccionadas, generados a partir de los canceres gastricos analizados, mediante técnicas
de clustering e identificar el cluster al que pertenecen los diferentes tumores de la
paciente.
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3.- Establecer un posible factor prondstico que nos permita identificar la progresiéon
tumoral en el cancer gastrico precoz, que nos ayude a seleccionar mejor el tratamiento
médico y quirirgico para estos pacientes, utilizando la regresién lineal maultiple, en los
grupos identificados en el andlisis clustering.

MATERIAL Y METODO

Consultar en capitulo “tesis doctoral” material, métodos y andlisis de datos.

El material corresponde al estémago de la paciente con IDCV, intervenida quirdrgicamente
por una neoplasia epitelial multifocal, en la que se han recogido muestras de la zona
tumoral (TU) tres tumores numerados en la FIGURA 3 como 1 (n218), 2 (n219), 3 (n%20) y
como control, una zona sana del mismo estémago, alejada de los tumores (SA).

Técnicas de Clustering para el andlisis de datos de cuantificacién proteica

El principal objetivo al aplicar clustering, sobre las proteinas analizadas por cromatografia
liquida y espectrometria de masas, es agrupar aquellas proteinas cuyos valores de los
cocientes de cuantificacién se comportan de manera similar, a lo largo de los diferentes
estadios de cancer gastrico.

La actividad celular en el cdncer gastrico, estd organizada por activacién de vias de
sefializacion celular, en las que estan implicadas, entre otras, las proteinas seleccionadas.

Un software comercial fue utilizado para agrupar los valores de cambio experimentados
por los Ccs de las proteinas seleccionadas, generados a partir de los canceres gastricos
analizados.

En el diagrama, FIGURA 4, se muestran los dos grupos jerarquicos de los cocientes de
cuantificacion (SA/TU) de las proteinas EGFR1, MKO3 y FKBP1, en tejidos de 19 pacientes
con cancer gastrico. Incluidos en esta serie se encuentra la paciente con con IDCV y
numerado sus tumores como SA/TU, 18,19,20, segtn los Ccs.
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FIGURA 4. Técnicas de Clustering para el andlisis de datos de cuantificacién proteica
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RESULTADOS

Se describen dos agrupamientos para los Ccs de las proteinas. El grupo 1 correspondiente
a los pacientes 21, 20,19, 10,17, 12,11, 2,8, 15,3 en los que las proteinas EGFR1, MK03 y
FKBP1A son més abundantes en el tejido sano, que en el tumoral (verde). El grupo 2,
corresponde a los pacientes 18, 7, 16, 9, 14, 4, 1, 13, 6, 5, en los que las proteinas EGFR1,
MKO03 y KKBP1A, son mas abundantes en el tejido tumoral que en el sano (rojo). En negro
se representa la mediana de los valores de los Ccs.

Los casos 19 y 20 del grupo 1, se corresponden con tipo histopatoldgico de carcinoma
intramucoso, mientras que en el grupo 2, se encuentra el adenocarcinoma invasivo (18).
Los dos grupos de Ccs proteica, definen el prondstico de la enfermedad, correlaciondndose
con el estadio tumoral, estadios IA (19-20) y I[IB (18).

Esta separacion por grupos (1 y 2) la hemos utilizado para calcular la regresion lineal
multiple de los cocientes de cuantificaciéon de las proteinas de la terna, EGFR MKO03 y
FKBP1 y, asi obtener una relacién cuantitativa entre ellas que nos sirva para predecir el
valor de una de las proteinas en relaciéon con los otros dos y estudiar su posible
comportamiento como objetivos terapeuticos.

En nuestro caso, los tres carcinomas gastricos de la paciente con (IDCV) correspondian a
los estadios 1 y 117 En la TABLA I, mostrada a continuacion, se pueden observar los Ccs de
los péptidos en los tres tumores, segun el estadio AJCC? en el que se encuentran.
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DATOS DE LOS COEFICIENTES DE CUANTIFICACION DE LOS DIFERENTES PEPTIDOS EN LOS TRES TUMORES AGRUPADOS POR ESTADIOS AJCC.

EGFR MKO1 MKO03 FKBP1A AKT
PACIENTE INM ESTADiO Ratio SA/TU Ratio SA/TU Ratio SA/TU Ratio SA/TU Ratio SA/TU Ratio SA/TU Ratio SA/TU
AJCC (SPSDCCHNQCAAGCTGPR) | (IPLENLQIIR) | (VADPDHDHTGFLTEYVATR) | (RTEGVGPGVPGEVEMVK) | (GWEEGVAQMSVGQR) | (RGQTCVVHYTGMLEDGK) | (EEWTTAIQTVADGLK)
18(%) E;E;lf]l\ll\?iv[o 1IB 1.003905516 0.74608446 0.66434143 0.47376392 0.3409146 ) 0.81135882
19(%) PE\}ES]I\\I/I_O 1A 4.314515965 4.250831931 3.40685094 5.31659514 0.72702843 ) 8.67375077
pT1NOMO
200 LVi-PN- 1A 0.976671107 0.775523319 1.13666179 1.07604135 0.21270345 ) 1.39677632
(*) CATALOGADA COMO N218,19Y 20, SE REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS. ) CUANTIFICACION NO REALIZADA.
TABLA L. Datos de los coeficientes de cuantificacidn de los diferentes péptidos en los tres tumores agrupados por estadios AJCC.
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A continuacién, hemos tomado como base las clasificaciones de la neoplasia epitelial
gastrica de Viena y Japon, en relacion al fenotipo celular (carcinoma intramucoso de
células papilo-vellositaria, carcinoma intramucoso de células en anillo de sello y de
adenocarcinoma ulcerativo infiltrante). Estos fenotipos celulares los hemos relacionado
con los Ccs. de las proteinas seleccionadas, agrupando estos Ccs segln la descripcion de
los estadios tumorales realizada por el pat6logo, en el estudio histopatologico de la pieza
de reseccion quirurgica. TABLA 1.

Cocientes de cuantificacion de las proteinas

analizadas
Ne 18 Ne20 Ne19
ADENOCARCINOMA
CARCINOMA CARCINOMA
TIPO INTESTINAL
INTRAMUCOSO INTRAMUCOSO
ULCERATIVO )
CELULAS EN ANILLO DE PAPILO-
INFILTRANTE,
SELLO, VELLOSITARIO,
MODERADAMENTE
BIEN DIFERENCIADO, BIEN DIFERENCIADO,
DIFERENCIADO
LVi-, Ni-, LVi-, Ni-,
LVi +, Ni+,
SIN METASTASIS SIN METASTASIS
SIN METASTASIS
GANGLIONARES GANGLIONARES
GANGLIONARES
TINOMO TINOMO
T4aNOMO
1A 1A
1B
EGFR1 0,87 0,87 4,28
MKO1 0,66 1,13 3,4
MKO3 0,47 1,07 5,31
FKBP1A 0,34 0,21 0,72
AKT1 0,81 1,39 8,67
< l
Peor Mejor
prondstico prondstico

TABLA II. (Ccs) de las proteinas del EGFR1, MK01, MK03, FKBP1A y AKT1,
analizados en las tres neoplasias epiteliales, segin el estadio tumoral y su
fenotipo celular.
En el primer caso el adenocarcinoma intestinal invasivo, moderadamente diferenciado y
con permeacion capilar y neural (T n® 18), presenta unos (Ccs) para todas las proteinas,
menores de 1, lo que nos indica mayor presencia de proteinas en el tejido tumoral, que en
el tejido sano.

En el segundo caso, se muestra un carcinoma intramucoso de células en anillo de sello,
bien diferenciado (T n2 20). Este, presenta unos (Ccs) mayores de 1 para el MK01, MK03 y
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AKT1 (mayor contenido de proteina en el tejido sano), mientras que las proteinas EGFR1
y FKBP1A, son mayores en el tejido tumoral.

Y, por ultimo, el carcinoma intramucoso papilar-vellositario, bien diferenciado (T n2 19),
muestra unos (Ccs) para todos las proteinas mayores de 1, con mayor cantidad de
proteinas en el tejido sano, que en el tumoral, excepto para el FKBP1A, que es mayor en el
tejido tumoral, que en el sano.

Siguiendo el patréon de comportamiento del EGFR1, los cocientes de cuantificacién del
resto de la proteinas decrecen al progresar en el estadio.

REGRESION LINEAL MULTIPLE GRUPO 1Y I1 EN RELACION CON LA PACIENTE

En el analisis se ha representado el EGFR1 frente al MK03 y el FKBP1A, ya que producia el
menor valor absoluto del error y, también, porque su resultado tiene mejores
posibilidades de aplicacion terapettica.

En el grupo 1, donde existe mayor variabilidad de los datos experimentales, el resultado es
muy demostrativo y en particular evidencia que todos los pacientes tienen un EGFR mayor
que 1. En el grupo 2, la mayoria de los valores de Ccs del EGFR 1 se agrupan entorno al
valor 1, es decir, pertenecen a la regidn 2 en funcidn del estadio, o sea, la zona de valores
minimos correpondientes a valores del estadio tumoral IIA, IIB.

En la siguiente figura se han representado los valores de los Ccs del EGFR1 obtenidos
experimentalmente (eje x) frente a los valores predichos por el modelo de regresion lineal.
Ademas se identifican los valores de los Ccs del paciente n®18,19,20, aprecidndose que el
tumor 18 pertenece al grupo 2 en el estadio IA , mientras que los tumores 19 y 20 el
cluster los incluy6 en el grupo 1, y su estadio son IIB y 1A respectivamente. Este resultado
aparentemente dispar del tumor n? 18 se discute posteriormente. FIGURA 5.
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FIGURA 5. Valores de los CCs del EGFR1 obtenidos
experimentalmente (eje x) frente a los valores predichos por el
modelo de regresion lineal.

APLICACION TERAPEUTICA

La capacidad de bloquear la proteina EGFR1 con Trastuzumab o Cetuximab, permite
analizar la aplicacién terapettica de los resultados anteriores. Al bloquear el EGFR1 a un
valor dado, los valores de los Ccs de las proteinas MK03 y FKBP1 tienen una relacién
lineal. Asi por ejemplo, para el grupo 2 se ha obtenido una regresidén lineal multiple dada
por la ecuacién:

Cc (EGFR1)=ap +a1* Cc(MKO03)+a,*Cc(FKBP1A)
Donde ao= 2.6064, a1=0.4468, a,=-1.2782

A continuacion, se representa la recta que relaciona los valores de MK03 y FKBP1A cuando
el EGFR 1 se ha bloqueado al valor 1.25 (linea azul, que representa el comportamiento de
los pacientes pertenecientes al grupo 2). Asi mismo, también se ha representado una recta,
prolongacidn de la anterior, para un valor del EGFR1 igual a cero (linea verde). FIGURA 6.
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FIGURA 6. Relacidn entre los valores de MK03 y FKBP1A con el EGFR 1
bloqueado al valor 1.25 (linea azul) y para un valor del EGFR1 igual a
cero (linea verde).

Si ademas a estos pacientes se les administra un bloqueante del FKBP1A que mantenga los
valores inferiores a 1 (que lo hace de forma natural), el MK03 practicamente se haria nulo.

Cualquier valor del EGFR1 en el intervalo 0-1,25 tendria rectas paraleles a las anteriores.
El bloqueo total del EGFR se traduciria también en un bloqueo del MKO3 y un valor
acotado del valor del FKBP1A.

DISCUSION

La compleja interaccién de factores externos del entorno como, Helicobacter Pylori,
bacterias anaerobias, compuestos muy salados o el tabaco y factores relacionados con el
huésped, como los anticuerpos contra las células parietales gastricas, que generan baja
secrecion de acido clorhidrico en el estomago y un pH géastrico alcalino, pueden actuar
sobre el micro-entorno de la mucosa géastrica.

También actiian los polimorfismos en los genes del huésped (IL 1b, TNFa, Interleucina
10, MUC 1, HLA) o la respuesta inmune y los cambios moleculares.

Estos factores y otros, actian durante un periodo prolongado y generan una inflamacién
crénica, con incremento de la expresion de factores pro-inflamatorios, como la IL1 b, IL6,
IL10, TNFa y el 6xido nitrico sintasa, que contribuyen al desarrollo del carcinoma
gastrico!o.
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En nuestro caso, los factores determinantes, para el desarrollo del adenocarcinoma
gastrico, relacionados con el huésped son, el sindrome de inmunodeficiencia comun
variable y sus antecedentes relacionados con patologia benigna gastrica.

En su historia clinica, estan reflejados factores de riesgo, que han actuado sobre la mucosa
gastrica normal, hasta llegar al desarrollo del carcinoma gastrico multifocal.

Asi, la paciente habia padecido, gastritis crénica atréfica con anemia perniciosa, dos
polipos adenomatosos localizados en el fundus, en los afios 2005 y 2006, metaplasia
intestinal en 2007, displasia de bajo y alto grado, visualizada en los cortes realizados al
azar de la mucosa gastrica, en el estudio anatomo-patolégico del estémago tras su
gastrectomia por adenocarcinoma gastrico; y por dltimo en la pieza de reseccidn, también
aparecian polipos adenomatosos en fundus y en el antro-piloro.

El andlisis directo de las muestras tumorales con formacion de imagenes por
espectrometria de masas, representa un método que mantiene la informacién morfologica
contenida en los tejidos. Esta metodologia previsiblemente podria evitar los problemas
planteados con los métodos basados en la homogeneizacion de la muestra, como ocurre en
la espectrometria de masas convencional realizada por nosotros 15.

Si bien ésto es asi, no es menos cierto que las redes de sefiales oncogénicas y sus
interacciones proteina-proteina a lo largo de las diferentes vias de sefializacion llevan a la
adquisicién y desarrollo de sefias de identidad de las células cancerosas, por lo que el
método empleado por nosotros, hace posible correlacionar el fenotipo tumoral y los
cocientes de cuantificacion de las proteinas.

Con metodologia protedémica diferencial, utilizando -electroforesis bidimensional y
espectrometria de masas, se ha demostrado que hay cambios en la expresiéon de proteinas,
entre la gastritis crénica antral y la mucosa normal?L.

De esta forma podemos decir, que los cambios proteicos estan presentes a nivel de la
mucosa gastrica con la gastritis crdnica antral o con pélipos adenomatosos, desarrollados
a partir de una mucosa gastrica atrofica con metaplasia intestinal’2.

El tamafio del pdlipo y el grado de displasia son predictores de progresion del
carcinoma. Dado que los adenomas gastricos representan una condicién premaligna, la
escision es el tratamiento de eleccién?3.

Esta paciente tenia resecados en varias ocasiones poélipos adenomatosos, que indicaban
una cierta progresion de la enfermedad.

Dado que el tejido tumoral contiene directamente toda la informacién relativa a los
cambios protedmicos y genéticos, representa la mejor muestra de material posible, para
cualquier investigacion molecular.

La mayoria de los biomarcadores proteicos tumorales en el diagndéstico de cancer gastrico
son glicoproteinas. Las mas comunes son la mucina-5AC (MUC5AC), IgG, mucina 1 (MUC1),
IGHM, LRG1, haptoglobina (HP), albimina (ALB ), TF, quinindgeno-1 (KNG1), alfa-1-
glicoproteina acida (AGP), ceruloplasmina (CP), A1BG, proteina de unién a vitamina D
(GC), alfa-1-antitripsina (SERPINA1), antitrombina (SERPINC1), angiotensina (AGT), CFB,
inhibidor peptidasa serpina, Clade A (SERPINA3), alfa-2-HS-glicoproteina (AHSG), Zn-alfa-
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2-glicoproteina (AZGP1), CLU, ITIH2, complementan el factor H (CFH), interalpha-tripsina
HCRP inhibidor, SERPING1 y variante de la proteina C4A (C4A)4.

En el carcinoma intramucoso moderadamente diferenciado con rasgos de pobremente
diferenciado, se han identificado cinco genes con implicaciones prondsticas y/o
terapéuticos en el cancer gastrico. Estos son MET, receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), HER2, gen del factor de crecimiento de fibroblastos 2 ( FGFR2) y la
fosfatidilinositol 3-quinasa a subunidad catalitica ( PIK3CA )15.

Los criterios establecidos en el trabajo, que han agrupado a estos tres tumores en los
grupos 1y 2, han sido los Ccs de las proteinas EGFR1, MKO3 y FKBP1.

Para el grupo 1, los Ccs fueron mayores de 1 (mayor contenido proteica en el tejido sano
que en el tejido tumoral), mientras que en el grupo 2, con Ccs menores de 1, la mayor
cantidad de proteinas estaria en el tejido tumoral, en relacién con el tejido sano. Ademas,
los tres tumores estan en estadios tumorales IA y IIB. Hemos utilizado la misma muestra
de tejido gastrico control sano (SA) para determinar os Ccs en los tres casos.

Esto nos hace pensar que, siendo el numerador del cociente de cuantificacién (SA/TU)
constante (SA) en los tres tumores, las modificaciones producidas en los resultados, han
tenido que ser en el tejido tumoral.

En relacion a los datos relativos a los Ccs proteicos analizados, clasificacion TNM y
fenotipo celular de los tres tumores, sefialar que el (T n218), adenocarcinoma tipo
intestinal ulcerativo infiltrante, moderadamente diferenciado LVi + , Ni+ , sin metastasis
ganglionares, T4aNOMO, IIB, tiene unos datos protedmicos, relativos a los (Ccs) de:
EGFR1:(0,87), MKO1: (0,66) MKO03: (0,47) FKBP1A: (0,34) AKT1: (0,81).

En el caso (T n? 19), el carcinoma intramucoso papilar-vellositario, bien diferenciado
muestra unos (Ccs) para todos los péptidos mayores de 1, excepto para el FKBP1, que es
de 0,72. Los datos protedmicos encontrados en este tumor son, EGFR1: (4,28), MK01:(3,4),
MKO3: (5,31) y AKT: (8,67).

Los valores protedmicos de los (Ccs) del tumor n® 20, carcinoma intramucoso de células
en anillo de sello, bien diferenciado, LVi - , Ni-, sin metastasis ganglionares TINOMO,
estadio IA son de EGFR:(0,87), MKO01: (1,33), MK03:(1,07), FKBP1A: (0,21), AKT1:(1,39).

Los principales datos clinicos de la (IDCV) que padece la paciente son:
hipogammaglobulinemia, con incapacidad para producir anticuerpos especificos tras
inmunizacion, susceptibilidad a infecciones bacterianas, trombocitopenia, bronquiectasias,
enterocolitis de repeticion por campylobacter y anemia perniciosa. La (IDCV) habia
aparecido en la tercera década de vida, desarrollando su carcinoma gastrico dos décadas
después.

En relacién a los niveles de inmunoglobulinas: la IgA fue indetectable, IgG < de 500 y la
IgM baja (4,8 -17 mg/dl), con valores normales entre 40-230.

Hay una inmunodeficiencia primaria ligada al cromosoma X, llamada enfermedad de
Bruton, que cursa con agammaglobulinemia por falta de linfocitos B maduros.

Enla base molecular de esta enfermedad, hay mutaciones en el gen BTKes!e.
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La tirosin-kinasa Bruton, es una proteina citoplasmatica tirosin-kinasa, que contiene
varios dominios, entre los que se encuentran los dominios PH (homologos Pleckstrin)!7.

La via fosfoinositolkinasa (PI-3kinasa) transduce sefiales para la funcién de los linfocitos,
que generan el fosfolipido PIP3 en la membrana plasmatica, para reclutar proteinas que
contienen los dominios PH (homologos Pleckstrin). La interacciéon del dominio PH-PIP3
lleva a una rapida propagacidn de las sefiales de la via fosfoinositol 3-kinasa?s.

La kinasa AKT es un efector clave del fosfolipido PIP3, que unido al dominio PH, median
procesos celulares vitales como la supervivencia, activaciéon y diferenciacion de los
linfocitos. Ademas el AKT esta frecuentemente hiperactivado en canceres humanos.

El dominio AKT-PH se asocia con el dominio kinasa (kd). Las uniones de los dominios PH
con los dominios kinasa (Kd) son importantes para mantener un estado inactivo al AKT.

La mutacién del dominio PH en el receptor serina threonina-kinasa altera la interaccién
del domino PH, produciendo una activacién constitutiva del AKT19.

Al igual que ocurre en el sindrome de Bruton una alteraciéon en el dominio PH podria
ocurrir en la (IDCV).

En nuestro trabajo, el (Ccs) AKT1 fue de 8,1 en el caso n? 19 de carcinoma papilar
intramucosa, mas abundante en el tejido sano, que en el tejido tumoral. Esto podria
reflejar una hiperactivacion constitutiva del AKT1, para activar y diferenciar a los
linfocitos, para producir inmunoglobulina.

En los otros dos tumores n?18 y 20, los valores de los Ccs estan amortiguados, con
inhibicion progresiva de los valores del AKT1, indicAndonos la progresién tumoral y
empeoramiento del prondstico, con un grado de agotamiento de la produccion constitutiva
del AKT1, en el tejido sano y tumoral.

La incidencia de metastasis en los ganglios linfaticos del carcinoma gastrico intramucoso
es del 3,5%. La invasién linfatica, la ulceracion histologica del tumor y el tamafio mayor
(= 30 mm), fueron factores de riesgo independientes, que predicen metastasis en los
ganglios linfaticos regionales20.

El carcinoma intramucoso de células en anillo de sello, tienen un porcentaje de metastasis
linfaticas, similar a los carcinomas tubulares pobremente diferenciados y mas frecuentes
que los tubulares bien diferenciados o moderadamente diferenciados.

De ahi que, el cancer intramucoso de células en anillo de sello, tiene un mayor riesgo de
metastasis en los ganglios linfaticos que los demas tipos histoldogicos y no deben ser
considerados para la reseccion endoscdpica, lo mismo que los tubulares pobremente
diferenciados?!.

Por ello, de los tres tumores que presentamos, el tinico con criterio para la reseccién local
seria el carcinoma intramucoso papilo-vellositario.

Es llamativo como estando los dos tumores intramucosos en el mismo estadio IA, sus (Ccs)
son totalmente diferentes, estando probablemente relacionado con los dos diferentes
tipos celulares que los componen. Pero del resultado de nuestro andlisis, los valores del
EGFR1 menores de 1, a través del analisis de regresiéon multiple sitian mas a este tumor
préximos al grupo 2.
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Los Ccs de estas proteinas en el carcinoma intramucoso de células en anillo de sello,
ayudan a predecir la evolucién tumoral y la posible presencia de metastasis ganglionares,
por lo que la reseccidn gastrica y la linfadenectomia, D1, segtin los criterios de riesgo, seria
el tratamiento a realizar.

El adenocarcinoma intestinal infiltrante, moderadamente diferenciado, con invasion-
linfatica-venosa y perineural, sin metastasis ganglionares, tiene los Ccs de las diferentes
proteinas menores a 1, por lo que la reseccién quirdrgica amplia con linfadenectomia D2,
deberia ser el procedimiento de eleccion.
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> CARACTERIZACION DEL PROTEOMA DEL ADENOCARCINOMA GASTRICO
CON DIFERENTE FENOTIPO CELULAR Y ESTADIO TUMORAL

La neoplasia epitelial gastrica ha sido clasificada segun el tipo celular en papilar, tubular,
pobremente diferenciado, anillo de sello (sig) y mucinoso (muc). El tipo tubular a su vez,
ha sido dividido en bien y moderadamente diferenciado y el pobremente diferenciado en
tipo sélido y no sélido. El carcinoma de células en anillo de sello representa del 3,4 al 29%
de todos los canceres gastricos y es mas frecuente en personas jévenes y en mujeres 1.

Con el fin de mejorar la clasificaciéon del cancer gastrico, identificar las claves de sus vias
de sefializacion, dianas terapéuticas y biomarcadores, la “Cancer Genome Atlas Research
Network”, ha dividido el cancer gastrico en cuatro subtipos moleculares distintosz2.

El primer subtipo lo configuran los pacientes infectados por Ebstein Barr +. Estos
muestran una alta frecuencia de mutaciones del gen PIK3CA, que codifica la proteina PI3-
kinasa (fosfo inositol 3 kinasa), que es esencial para el crecimiento y la division celular.

Los tumores del segundo subtipo tienen alta inestabilidad de microsatélites (MSI).

El tercer subtipo llamado “genémicamente estable”, relacionados con los carcinomas de
tipo infiltrante difuso de la clasificaciéon de Lauren, contiene mutaciones frecuentes en un
gen llamado “RHOA”, cuyo producto interactda con otras proteinas celulares para ayudar a
las células a que cambien de forma y migren, lo que puede ser importante en el
crecimiento del tumor.

Por ultimo, el cuarto subtipo llamados cromosdémicamente inestables y relacionados con el
adenocarcinoma de tipo intestinal de la clasificacion de Lauren, contienen amplificaciones
frecuentes de los genes que codifican proteinas para los receptores tirosin-kinasa (RTK-
Ras activaciéon) de la membrana celular, dando lugar a una proliferacién celular
aberrante?.

La relacién entre el subtipo molecular y el fenotipo celular muestran las siguientes
caracteristicas en el cancer gastrico. TABLA L.

Molecular Subtype

Total EBV MSI GS CIN

WHO Class

Mixed 19 6.4 3 15.8% 3 15.8% 3 15.8% 10 52 6%
Mucinous 18 6.1 0 0.0% T 38.9% 2 11.1% 9 50.0%
Papillary 22 75 1 4.5% 4 18.2% 2 9.1% 15 68.2%
Poor cohesive 69 234 5 T.2% 6 8.7% 40 538.0% 18 26.1%
Tubular 140 475 g 6.4% 35 25.0% 9 6.4% ar 62.1%
Mot specified 27 92 B 29.6% 9 33.3% 2 4% a 29.6%

EBV: EPSTEIN BARR, MSI: INESTABILIDAD MICROSATELITES, GS: ESTABILIDAD GENOMICA, CIN: INESTABILIDAD
CROMOSOMAL.

TABLA L. Relacién entre el subtipo molecular y el fenotipo celular
Fuente: Cristescu R2.

El adenocarcinoma de células mucinosas presenta inestabilidad cromosomal en un 50 %
de los casos, mientras que en el tipo papilar asciende al 68,2%. El1 62,1 % de los tubulares y
el 52,6% de los mixtos, también presentan inestabilidad cromosomal3.
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El adenocarcinoma gastrico mucinoso puede albergar mutaciones del receptor del
crecimiento epidérmico EGFR4. El adenocarcinoma gastrico de células en anillo de sello,
no tiene peor prondstico en cuanto a la mortalidad, que otros tipos celularess.

PLANTEAMIENTO

La cuantificaciéon de las proteinas que participan en las vias de sefializaciéon celular
(EGFR1, PI3Ky mTOR) de la carcinogénesis del cancer gastrico pueden ayudar, a clasificar
mejor, en el diagnéstico, tratamiento y prondstico de la enfermedad.

OBJETIVOS

1.- Cuantificar proteinas de la via de sefializacion tirosin kinasa. Hemos elegido para el
andlisis de cuantificacidn, la proteina EGFR1 y dos proteinas MAPKs (MK01 y MKO03).
Mientras que, de la via PI3K / Akt, mTOR, hemos elegido para su cuantificacion el AKT1.

2.- Dado que la rapamicina inhibe a mTORC1 alostéricamente, por unién al receptor
intracelular FKBP-12 (FK-506 de unioén a la proteina de 12 kd), con la formacién de un alto
complejo de afinidad trimolecular, que incluye el dominio FRB (FKBP-12 / rapamicina del
mTOR), ha sido objetivo de este trabajo determinar la cantidad del FKBP1A en los
pacientes con cancer gastrico avanzado y conocer su posible influencia en la inhibicién del
mTOR

3.- Investigar la relacién entre lo cocientes de cuantificacion del EGFR, MK03 Y FKBP1A,
con los datos clinico- patolégicos, estadio tumoral y supervivencia.

MATERIAL Y METODOS

Por metodologia de proteémica dirigida, hemos analizado las proteinas implicadas en las
vias de sefializacion.

a.- De la via con receptores tirosin kinasa (RTKs) que responden al estimulo del EGF,
hemos seleccionado para su cuantificacion las siguientes proteinas:

P00533/EGFR_HUMAN (Epidermal growth factor receptor), P28482-MK01_HUMAN,
P27361- MKO3_HUMAN (Mitogen-activated protein kinase 3).

b.- También, de la via con receptores serine/threonine-protein kinase, de via PI3K/AKT
fosfo inositol 3 kinasa, hemos seleccionado la proteina P31749-AKT1_HUMAN (RAC-
alpha serine/threonine-protein kinase).

c.- Por tultimo de la via de sefalizaciéon con receptores TGF1 hemos seleccionado la
proteina P62942- FKB1A_HUMAN (Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A) con el
que se interrelaciona.

Los métodos empleados para la seleccidn y cuantificacion de los péptidos, se describen en
el capitulo de material y métodos de la tesis doctoral1213,
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ANALISIS DE DATOS

El andlisis de datos lo hemos realizado agrupando a los pacientes que se encontraban en
estadios tumorales IIl y IV. Ademas, hemos considerado que las dos secuencias peptidicas
del EGFR1 son la misma proteina, habiendo utilizado para la determinaciéon de los
cocientes de cuantificacién el valor medio de ambos. Si en alguno de ellos el valor fuera
N/A, solo se tomé uno de los valores de cuantificacién.

Un objetivo de este capitulo es “investigar la relacion entre lo cocientes de cuantificacion
de las proteinas EGFR, MKO01, MK03, FKBP1A y AKT, con los datos clinico-patolégicos, en
base a la clasificacion por estadio tumoral y ala supervivencia, expresada en meses.

Se utilizan los valores de la simulacién para ver “la distancia o grado de discordancia”
entre éstos y los estadios proporcionados por el analisis histolégico-patolégicos y la
supervivencia. .

Para ampliar datos ver capitulo analisis de datos en el proyecto de tesis doctoral.

RESULTADOS

En la tabla se muestran los datos de localizacion tumoral, de las diferentes clasificaciones
histopatolédgicas empleadas y el grado de diferenciacién tumoral.

Una vez realizado el analisis anatomo-patolégico (p), se procedi6 a agrupar los tumores,
segln el estadio tumoral de la clasificacion TNM. Ademas, aquellos pacientes que tienen

una “Y”, su estadio tumoral es en pacientes que han sido tratados con quimioterapia
preoperatoria y cirugia. TABLA II.
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DATOS EPIDEMIOLOGICOS E HISTOPATOLOGICOS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

HELICOBACTER EPSTEIN . G
PACIENTE LOCALIZACION LAUREN-VIENA BORMANN WHO-JAPONESA
PYLORI BARR J
1 ND ND ANTRO DIFUSO 1 POBREMENTE COHESIVO 3
2 ND ND ANTRO INTESTINAL 1l TUBULO-PAPILAR 23
INCISURA 2
3 ND ND ANGULARIS INTESTINAL 1l ND
4 ND ND CARDIASIfIEWERT INTESTINAL 1l TUBULO-PAPILAR-MUCINOSO 2
5 B ND ANTRO INTESTINAL 11 TUBULO-PAPILAR 3
6 ND ND ANTRO INTESTINAL 1l TUBULO-MUCINOSO z
MIXTO (TUBULO- 3
7 ND ND ANTRO INDETERMINADO 1
PAPILAR/ANILLO DE SELLO)
8 ND ND CUERPO ANTRO INTESTINAL I TUBULO-PAPILAR z
9 +) ND ANTRO INTESTINAL 1l PAPILAR 2
MIXTO (TUBULO-
10 ND ND ANTRO INDETERMINADO 1 PAPILAR/POBREMENTE 3
COHESIONADO)
MIXTO 123
11 ND ND CUERPO INDETERMINADO 1l ADENONEUROENDOCRINO
12 ND ND ANTRO INTESTINAL 11 MUCINOSO 2
13 ND ND ANTRO DIFUSO 1 POBREMENTE COHESIONADO 3
14 ND ND CUERPO INTESTINAL 1l TUBULAR 2
15 ND ND ANTRO INTESTINAL 11 TUBULAR 2
16 ND ND CUERPO INTESTINAL 1 MUCINOSO z
TUBULO-PAPILAR 3
17 ND O] ANTRO INTESTINAL I
INFILTRANTE
PAPILAR 2
18 (%) B ND CUERPO INTESTINAL 1l
ULCERATIVO-INFILTRANTE
19 (%) B ND ANTRO INTRAMUCOSO I PAPILO-VELLOSITARIO 1
CUERPO 1
20 (¥) B ND INTRAMUCOSO I ANILLO SELLO
ANTRO
21 ND ND FUNDUS CUERPO INTESTINAL 1 INFILTRANTE z

ND : NO DESCRITO. (-) AUSENTE. (+) PRESENTE. (*) CATALOGADO COMO PACIENTE 18-19-20: SE REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES

LESIONES TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS.

TABLA II. Datos histopatolégicos de los pacientes incluidos en el estudio.

“Protedmica dirigida en la cirugia del cancer gastrico”

166




Resultados y discusién

PACIENTE TNM ESTADIO IICC

i pTANOMD LVi-PN- 4
2 pT4aM2M0 LVi- PN+ IIE
3 BT3N2MOLVis PN+ 1A
4 BT3N2MO LVi+ PN+ ma
5 pT4al 3=M0 LVi+ PN+ 1iC
& pT1hNOMO LVi- PN- IA
7 pT4aM3bMO LVi+ PN+ ic
g pTZN1MO LVi+ PN- MA
g pTINOMOLVi- FN- A
10 PT3N1MO LVi- PN+ 1B
11 pTINOM1 LVi- PN- v
12 yTINOMO LVi PN- na
i3 ¥T3NZMD LVi- PN- ma
14 yTINZaM0 LVi+ PN- e
i5 ¥T3INOMO LVi- PN- na
16 pTZN0MO LVi- PN- IE
17 pT2ZN2MD LVi+ FN- IE

12(%) pT4aN0MD LVi+ PN+ 1E

13(%) PTiNOMO LViFN- IA

20(%) pTINOMD LVi- PM- IA
21 pT2N1MO LVi- FN- 114

ESTADIOS ANATOMO-PATOLOGICOS DE LOS TUMORES DE LOS 19 PACIENTES CON CANCER GASTRICO. (PACIENTES
MARCADOS pTNM) SE CORRESPONDEN CON ESTAD{O ANATOMO-PATOLOGICO SIN TRATAMIENTO PREVIO. (PACIENTES
MARCADOS EN NEGRITA/SUBRAYADO/y-TNM) HAN RECIBIDO NEOADYUVANCIA. (*) CATALOGADA COMO N218, 19 'Y 20,
SE REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS.

TABLA III. Clasificacion TNM. Estadio UICC.

Agrupados segtn el tipo histopatolégico y el estadio tumoral, se muestran a continuacién
el n? de paciente en estadio III y IV, y los cocientes de cuantificacién de las 5 proteinas

analizadas. TABLA IV.
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PROTEOMICA DIRIGIDA. COCIENTES DE CUANTIFICACION PROTEICA EN RELACION CON CARACTERISTICAS HISTOPATOL()GICAS,
ESTADIO TUMORALIII y IV
ADENOCARCINOMA
ADENOCARCINOMA
ADENOCARCINOMA ADENOCARCINOMA ADENOCARCINOMA INTESTINAL ADENOCARCINOMA | ADENOCARCINOMA | ADENOCARCINOMA INTESTINAL
INDETERMINADO TUBULO PAPILAR INFILTRANTE INTESTINAL INTESTINAL
INTESTINAL ADENOCARCINOMA | INDETERMINADO MIXTO INDETERMINADO
TUBULO- PAPILAR POBREMENTE DIFUSO MIXTO TUBULO TUBULAR
TUBULO-PAPILAR INTESTINAL ADENONEUROENDOCRINO TUBULO-PAPILAR
POBREMENTE DIFERENCIADO POBREMENTE PAPILAR MODERADAMENTE
MODERADO- MODERADAMENTE BIEN, MODERADO Y /ANILLO DE SELLO
DIFERENCIADO METASTASIS DIFERENCIADO MUCINOSO DIFERENCIADO
POBREMENTE DIFERENCIADO POBREMENTE . < < MODERADO-
DIFERENCIADO Lvi+ PN+ DIFERENCIADO LVi- PN+ GANGLIONAR E METASTASIS MODERADAMENTE METASTASIS POBREMENTE
. . METASTASIS IMPLANTES EN LA GANGLIONARES DIFERENCIADO GANGLIONARES
LVi- PN+ T3N2MO LVi- PN- . . ) DIFERENCIADO
T4aN2MO 1A T3NOM1 GANGLIONARES GRASA LVi- PN- Lvi+ PN+ LVi+ PN- T4aN3bMO
B v T3N1IMO LVi+ PN+ YT3N2MO T3N2MO YyT'3N3aMo0 LVi+ PN+
1IB T4aN3aMO 11A IIIA 11IB
111C
I1IC
EGFR1 0,8 1,09 0,74 1,16 1,26 1,48 2,24 2,9 2,9
MKO01 1,62 1,72 0,8 0,73 0,43 0,57 N/A N/A 1,11
MKO03 2,24 0,48 1,7 0,64 3,44 1,29 1,63 1,28 7,74
FKBP1A 0,76 0,81 0,87 0,45 2,36 1,3 1,2 N/A 2,43
AKT1 No determinado | No determinado 0,69 1,36 No determinado 1,43 No determinado | No determinado | No determinado
SUPERVIVENCIA .
meses 29 28 19 19 27 18 27 17 25 (fallecido)

#N/A: NO DETECTABLE.

(-) CUANTIFICACION NO DETERMINADA.

TABLA IV. Pacientes con cancer gastrico: relacién tipo anatomo-patoldgico, estadio tumoral I1I-IV de la clasificacion TNM, cocientes de
cuantificacién de las proteinas analizadas y supervivencia en meses.
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Asi mismo en la TABLA V se observan los pacientes y sus estadios en este caso referidos a
los estadios Ill y IV, con los meses de supervivencia.

PRONOSTICO

1 A 30 MESES NO

2 1B 29 MESES NO

3 1IA 28 MESES NO

4 1A 27 MESES NO

5 1ic 27 MESES NO

6 IA 26 MESES NO

7 1IC 25 MESES 11/06/2013

8 A 25 MESES NO

9 A 25 MESES NO

10 1B 19 MESES NO

11 v 19 MESES NO

12 1A 18 MESES 26/09/2014

13 1A 18 MESES NO

14 1B 17 MESES NO

15 1A 15 MESES NO

16 IB 13 MESES NO

17 1B 7 MESES NO
18-19-20 (*) | IIB-IA-IA 6 MESES NO

21 A 14 MESES NO

TABLA V. Pronéstico: Estadio UICC y supervivencia en meses.

En relacién con la supervivencia, sefialar que el Unico paciente fallecido al cierre de la
serie (diciembre 2014) en estadio III-1V, fue el n? 7, alos 25 meses del diagnéstico.

Los pacientes n? 13 y 14 en estadio IIIA y IIIB, que fueron tratados con EOX en el
preoperatorio, son presentados en el analisis de datos conjuntamente con los datos de

otros pacientes tratados con quimioterapia.

En el andlisis de este grupo hemos incluido al paciente n210, a pesar de que su estadio

tumoral es un IIB, pero sus cocientes de cuantificaciéon en relacién con las proteinas
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analizadas estan entre los Cc de estadio III-IV. La mayoria de estos tumores son tubulo
papilares, pobremente diferenciados, con metastasis ganglionares.

En nuestra serie de 19 pacientes con diferentes tipos de cancer gastrico, no hay
correlacidn entre los cocientes de cuantificacion de las proteinas analizadas y los tipos
morfolégicos de cancer gastrico de la clasificacion de Lauren. Todos los tumores, menos el
tumor neuroendocrino, mostraron metastasis ganglionares, si bien este ultimo tenia
metdastasis a distancia.

En la serie que presentamos, la anatomia patologica del paciente n® 7, fue de
adenocarcinoma indeterminado con células en anillo de sello, pT4aN3bMO0 LVi+PN+, IIIC.
Esta paciente inicialmente no recibié quimioterapia adyuvante postoperatoria. A los 3
meses de la intervencion quirurgica presenta datos de progresion de la enfermedad,
siendo tratado con capecitabina y oxaliplatino, pasando a un esquema con Taxol 2 meses
después, falleciendo alos 25 meses de la intervencion quirdrgica.

APLICACION DEL ANALISIS POR COMPONENTES PRINCIPALES DEL COCIENTE
DE CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS EN FUNCION DEL ESTADIO
TUMORAL

Aplicando las autofunciones se obtiene por simulacién el cociente de cuantificacion de
cada uno de las proteinas, en un estadio tumoral dado. Este valor es “representativo y
caracteriza” al conjunto de pacientes con cancer gastrico.

Los valores obtenidos aplicando las autofunciones explican mas del 98% de la variabilidad
de la muestra. En consecuencia, desde un punto de vista estadistico es la mejor
representacidon que se puede obtener de la muestra de datos utilizada.

Se utilizan los valores de la simulacién para ver “la distancia o grado de discordancia”
entre éstos y los estadios tumorales proporcionados por el andlisis histolégico patologico.

Para ello, hemos cogido un subconjunto de la muestra completa que caracteriza a unos
pacientes especificos tal y como se ha explicado en los apartados anteriores.

En concreto hemos trabajado con los siguientes pacientes: 2, 3,4, 5,7,10y 11.

De estos pacientes disponemos de una descripcion detallada del tipo histopatoldgico de
cancer gastrico, del estadio tumoral y de la supervivencia en meses, Ademas, de los
cocientes de cuantificacion de las proteinas seleccionadas determinados por
cromatografia liquida y espectrometria de masas (ver TABLAS descritas previamente).

Este ultimo dato adicional es relevante, ya que anade un nuevo contraste a la aplicaciéon de
las autofunciones, que se han obtenido utilizando todos los datos de todos los pacientes.

Hay que reconocer que el método de trabajo no es el ideal, es decir, obtener las
autofunciones con una parte de la muestra y verificar la utilidad de la simulacién con los
datos restantes. El nimero de datos validos disponible es pequefio, por lo que no seria
recomendable aplicar esa técnica.

Por ello, en este caso se ha optado por comparar los datos obtenidos por ambas técnicas,
para pacientes concretos y analizar la concordancia o discordancia a la luz de la evolucién
del paciente.
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De los siete pacientes verificados, en cinco coinciden los diagnésticos “proteémico e
histologico”, y en dos discrepan. Al analizar la evolucion de estos tres pacientes, el
diagndstico protedmico parece ser el mas acertado.

SIMULACION DE LOS COCIENTES DE CUANTIFICACION.

En las FIGURAS 1-2-3 se representa la variacion de los cocientes de cuantificacion de las
proteinas EGFR1, MK03 y FKBP1A en funcién del estadio tumoral obtenido mediante la
superposicién lineal de las cinco primeras autofunciones, que explica mas del 98% de la
variabilidad de la muestra.

También se incluye en cada una de las figuras los valores de cada uno de los pacientes
(cociente de cuantificacién proteica, eje de ordenadas, frente a estadio tumoral segin el
estudio histopatologico, eje de abscisas).

Finalmente se incluye una flecha que indica el sentido del desplazamiento del dato para
hacer concordar su valor del cociente de cuantificacion, con el de la curva de simulacién.

FIGURAS 1-2-3: Variacién de los datos relativos a los Ccs. de la proteina EGFR1, MKO03 y
FKBP1A, en funcidn del estadio tumoral. El punto verde indica el Cc del EGFR1 analizado
por metodologia protedmica en un paciente determinado. El punto azul es el valor del Cc
simulado con 5 autofunciones. La linea roja continua es la poligonal de ajuste y por ultimo
la flecha negra, que indica el sentido del desplazamiento del dato, para hacer coincidir el
valor del Cc, con el de la curva de simulacion.
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FIGURA 1. Cociente de cuantificacion de EGFR1 en relacién al estadio
tumoral segun la clasificacién UICC.
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FIGURA 2. Cociente de cuantificacion de MK03 en relacion al estadio
tumoral segun la clasificacién UICC.
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FIGURA 3. Cociente de cuantificacion de FKBP1A en relacién al estadio
tumoral segun la clasificacién UICC.
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Al dato desplazado sobre la curva le corresponde, o no, un estadio tumoral diferente al
adjudicado por el estudio histologico. El diagndstico del nuevo estadio, se hace teniendo en
cuenta las tres curvas de simulacion para los tres péptidos.

En la TABLA VI descrita a continuacion, se refleja el resultado obtenido.

Paciente Estadio tumoral  Estadio tumoral  Evolucién
histopatolégico simulado paciente
2 111B I1A favorable
3 I111A 11B favorable
4 I11A 111B/C fallecido
5 111C IIC/IV desfavorable
7 111C 111B favorable
10 11B I11B similar
11 IV IV similar

TABLA VI. Estadio histopatolégico, simulado y evolucién del paciente.

DISCUSION

Después de la reseccién curativa del cancer gastrico, la expresion positiva del EGFR, pero
no la positividad del HER2, se asocia con pobres resultados, en pacientes en estadios
[1/11115,

La alta expresion del EGFR se correlaciona positivamente con la localizacién y tamafio
tumoral, grado de diferenciacion celular, profundidad de invasién, metastasis linfaticas,
estadio TNM. Tumores mayores de 5 cm, localizados en la parte distal, pobremente
diferenciados, con invasiéon hasta la serosa y con metastasis linfaticas, en estadio III-1V,
tienen una mayor expresion del EGFR.

La tasa de amplificacion del HER1 descrito en la literatura es baja (3% a 7%), aunque la
tasa de la sobreexpresion de HER1 a nivel de la membrana es del 27% a 44% (2+ y 3+).
Tanto la sobreexpresidn de la proteina HER1 y la amplificaciéon del HER1 parecen predecir
un mal resultado de supervivencials,

La sobreexpresion del EGFR o el aumento del niimero de copias del gen EGFR estan
asociados con un cancer gastrico avanzado, con presencia metastasis en ganglios linfaticos
y pobremente diferenciados, por lo que su expresion se relaciona con un prondstico
desfavorable. El gen EGFR y el estado de su proteina, deben ser evaluados para poder
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interpretar los resultados de los ensayos clinicos que utilizan anticuerpos contra el
EGFRY7,

El analisis de la supervivencia en estos pacientes, demostré que el porcentaje de
supervivencia de pacientes con cancer gastrico, con expresion negativa del EGFR, fue
mayor que los pacientes con cancer gastrico con expresion positivals.

En un estudio que correlaciona este biomarcador con las caracteristicas clinico-
patolégicas y la supervivencia de pacientes con cancer gastrico, la tasa de positividad
general de EGFR fue del 63,4% de los cuales el 46,7% fue citoplasmatica y el 16,7% en la
membrana celular?.

El autor aduce, que la razén principal de esta amplia distribucién puede ser la falta de un
estandar para la evaluacion de EGFR, razones técnicas, incluidas las diferencias en los kits
que se utilizan, lo que puede afectar a los resultados. La mayoria de los datos publicados
se han realizado de acuerdo con la expresién del EGFR en la membrana celular??.

De los datos que presentamos en el andlisis de los pacientes para el estadio Il y IV con
cancer gastrico, mediante metodologia proteémica dirigida, la determinacién de las
secuencias peptidicas SPSDCCHNQCAAGCTGPR y IPLENLQIIR del EGFR1, propias de
dominios extracelulares de la membrana e intracelulares respectivamente, no permite
identificar el nivel de la participacion del EGFR1 segun el péptido cuantificado en la célula,
y si éste es mayor o menor en el tejido sano o tumoral. Con la técnica empleada, los dos
péptidos son la misma proteina y sus valores son similares.

En relaciéon con el andlisis de componentes, la posicion de los pacientes (2), (3) y sus
respectivos Ccs (experimentales y simulados) y su evolucién clinica en meses, parece
confirmar que el estadio tumoral que se les otorg6 inicialmente, era méas evolucionado de
lo que con esta metodologia posteriormente se ha demostrado.

Por el contrario en el caso del paciente (4), con el diagndstico histopatolégico se le
adjudico un estadio mas bajo que el que luego se ha deducido con esta metodologia. Una
situacion parecida se da con el paciente (5), que esta mas cerca del estadio IV que del IIIC,
otorgado inicialmente.

El paciente (7) fue estadiado en IIIC, sin embargo los cocientes de cuantificacion de las tres
proteinas analizadas parecen indicar que, su estadio tumoral se ubica mejor como un IIIB.

En el caso del paciente (10) el diagndstico “protedmico-histolégico” coincide
razonablemente bien. El paciente (11), es el Gnico caso en estadio IV por lo que no puede
ser utilizado en la comparacidn.

El resultado de la comparacién es esperanzador y permite anticipar que los cocientes de
cuantificaciéon experimentales pueden ser una informacién adicional del paciente que
ayude a la verificacion, el seguimiento y el pronéstico de la evoluciéon mds probable de la
enfermedad.
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> PROTEOMICA DIRIGIDA EN EL CANCER GASTRICO. RELACION CON LA
CLASIFICACION MOLECULAR. GUIiA DE PRACTICA CLINICA PARA EL
DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO. NIVELES DE EVIDENCIA Y OBJETIVOS DE
MEJORA

INTRODUCCION

La medicina personalizada y de precision combina datos clinico-patolégicos y de
tratamiento, con perfiles moleculares, para crear un diagndstico, prondstico y estrategias
terapéuticas adaptadas a las necesidades exactas de cada pacientel.

Un pensamiento clave en el modelo que implementa la estrategia practica de la cirugia
“personalizada y de precision”, es el conocimiento de la complejidad molecular de la
iniciacion y progresion tumoralZ.

Forman parte de este proceso molecular las vias de sefializaciéon con receptores tirosin
kinasa.

De ellas, las vias ErbB-Her contienen varios mddulos que estan interconectados y
solapados. Estos médulos incluyen las vias de sefializacion RAS-RAF-MEK-ERK1/2, la via
fosfatidilinositol 3- kinasa PIK/AKT (PKB) y la via fosfolipasa C (PLC gamma).

La via RAS-RAF-MEK-ERK1/2 y la via fosfolipasa C (PLC gamma) median la proliferacién
celular, mientras que la via de la fosfatidilinositol 3- kinasa PIK/AKT (PKB) media la
supervivencia celular. Estas y otras sefiales ErbB modulan y participan ademas en la
angiogénesis, adhesidn celular, motilidad celular, desarrollo y organogénesis3.

Ademas, en la clasificacién molecular basada en los patrones de expresion génica, se han
identificado tres subtipos de adenocarcinoma gastrico, denominados mesenquimal,
proliferativo, y metaboélico*.

Con el fin de mejorar la clasificaciéon del cancer gastrico, identificar las claves de sus vias
de sefalizacidn, identificar biomarcadores y dianas terapéuticas, el “Cancer Genome Atlas
Research Network”, ha dividido el cancer gastrico en cuatro subtipos moleculares
distintos, pacientes Ebstein Barr +, con alta inestabilidad de los microsatélites (MSI), los
llamados gen6micamente estables y los cromosdmicamente inestabless.

Por otro lado, recientemente se han publicado las directrices conjuntas para el manejo del
cancer gastrico (CG), analizando la evidencia de las recomendacioness.

En el capitulo de analisis estadistico de la tesis doctoral, se comprob6 que los valores de
los Ccs (cocientes de cuantificaciéon SA/TU) de las diferentes proteinas (excepto para el
FKBP1A), tienen un comportamiento similar, para cada uno de los estadios tumorales de
la clasificacién TNM. FIGURA 1.
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FIGURA 1. Valores medios de los cocientes de cuantificacion en funcién
de los estadios del paciente.

Se pueden identificar cuatro regiones de comportamiento del valor de los Ccs de cada uno
de las proteinas: decaimiento, valor minimo, crecimiento y dominio tumoral (ver
descripcioén en el capitulo analisis de datos).

La regioén de decaimiento se corresponde con los estadios I-A/II-A, la region de valores
minimos, con los estadios II-A/II-B, la regién de crecimiento con los estadios II-C/III-C y
por ultimo la regién de "dominio tumoral” con los estadios I1I-C/IV.

Este patron de comportamiento de los valores medios de los Ccs, puede ser de aplicacion
en la practica clinica.

En este capitulo se analizan los datos clinicos, anatomia patoldgica, valores de los Cc y el
comportamiento de estos datos en pacientes tratados solo con cirugia y los que recibieron
tratamiento neoadyuvante con quimioterapia y cirugia.

PLANTEAMIENTO

En el momento actual, las plataformas omics con tecnologia genémica de alto rendimiento
y/o tecnologia protedmica, proporcionan una oportunidad Ginica para identificar y generar
hipétesis acerca de las enfermedades y dar respuesta a la eficacia de los tratamientos
médicos, frente a nuevos biomarcadores.

Por ello, en este proyecto nos hemos planteado conocer si la proteémica cuantitativa de
determinas proteinas, implicadas en diferentes vias de sefializacién molecular, puede
contribuir a orientar con mdas precision el tratamiento médico y quirtrgico de los
pacientes con cancer gastrico.
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OBJETIVOS

Son los objetivos de nuestro proyecto.

1.- Estratificar y clasificar los canceres gastricos tratados quirtrgicamente en base a
criterios clinicos, anatomo-patoldgicos y moleculares.

2.- Definir la metodologia proteémica a emplear en muestras biologicas hetereogéneas,
como son las del tejido gastrico humano y realizar protedmica cuantitativa de las
proteinas implicadas en diferentes vias de sefializacién molecular.

3.- Analizar sus implicaciones en las decisiones terapéuticas médicas y quirtrgicas.

MATERIAL Y METODOS

El material corresponde al estdmago de 19 pacientes intervenidos quirirgicamente por
una neoplasia gastrica epitelial, en la que se han recogido muestras de la zona tumoral (T)
y como control, una zona sana del mismo estémago alejada del/los tumores (SA).

Las vias de sefializacién seleccionadas para el analisis funcional de las proteinas en los
diferentes tumores, fueron la via RAS-RAF-MEK-ERK1/2 y la via fosfatidilinositol 3- kinasa
PIK/AKT (PKB).

En las muestras, hemos cuantificado los niveles de expresion de las proteinas:

P00533/EGFR_HUMAN, en sus dos secuencias peptidicas: SPSDCCHNQCAAGCTGPR vy
[PLENLQIIR

P28482/MK01_HUMAN, secuencia peptidica “VADPDHDHTGFLTEYVATR”
P27361/MK03_HUMAN, secuencia peptidica “RTEGVGPGVPGEVEMVK”
P62942- FKB1A_HUMAN secuencia peptidica GWEEGVAQMSVGQR.
P31749/AKT1-human, secuencia peptidica “EEWTTAIQTVADGLK”

METODO

En el capitulo correspondiente al proyecto de tesis doctoral?89.10,
RESULTADOS

CIRUGIA

Las técnicas quirurgicas empleadas para el tratamiento del cdncer gastrico en los
pacientes de la serie, han sido las siguientes. TABLA L.
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. . p . COMPLICACION ESTADIO
PACIENTE DIA INTERVENCION GASTRECTOMIA LINFADENECTOMIA POSTOPERATORIA UICe
SUBTOTAL + Y ROUX
1 27/06/2012 LAPAROSCOPICA 1 NO 1A
RECONVERTIDA
SUBTOTAL + Y ROUX
2 24/07/2012 VIDEOASISTIDA 2 NO 11IB
SUBTOTAL + Y ROUX
3 23/08/2012 LAPAROSCOPICA 1B NO 1A
RECONVERTIDA
TOTAL +Y ROUX
4 04/09/2012 VIDEOASISTIDA 2 NO IIIA
TOTAL +Y ROUX
5 13/09/2012 VIDEOASISTIDA 1B NO 1ic
REINTERVENCION
6 23/10/2012 SU\?%%%’%S;;T{I%%UX 1B SANGRADO LINEA 1A
GRAPAS PIE DE ASA
SUBTOTAL + Y ROUX REINTERVENCION
7 13/11/2012 VIDEOASISTIDA 1B ESPLENECTOMIA e
SUBTOTAL + Y ROUX
8 20/11/2012 VIDEOASISTIDA 1B NO 1A
SUBTOTAL + Y ROUX
9 29/11/2012 VIDEOASISTIDA 1B NO 1A
SUBTOTAL + Y ROUX
10 15/05/2013 VIDEOASISTIDA 2 NO 1B
TOTAL + Y ROUX )
11 21/05/2013 LAPAROTOMICA + 2-RAIZ MESO YEYUNO NO v
ESPLENECTOMIA
SUBTOTAL +Y
12 18/06/2013 . ROUX 1 NO IIA
VIDEOASISTIDA
SUBTOTAL +Y
13 19/06/2013 ROUX 2 NO 1A
VIDEOASISTIDA
TOTAL + Y ROUX
11 02/07/2013 VIDEOASISTIDA 1B No L
SUBTOTAL +Y
15 02/08/2013 ROUX 2 NO 1A
.
SUBTOTAL + Y ROUX
16 12/11/2013 VIDEOASISTIDA 1 NO IB
SUBTOTAL + Y ROUX
17 27/05/2014 LAPAROTOMICA 1 NO 1B
REINTERVENCION
POR FUGA MUNON
18-19-20 (¥) 09/06/2014 Eggﬁgg;g:ﬁgﬁ 2 DUODENAL- [IB-IA-1A
DRENAJE
PERCUTANEOQ
TOTAL +Y ROUX
21 29/10/2013 LAPAROTOMICA + 2 NO 1A
ESPLENECTOMIA

(PACIENTES 12-13-14-15 MARCADOS EN NEGRITA Y SUBRAYADO) HAN RECIBIDO ESQUEMA DE NEOADYUVANCIA. (*)
CATALOGADA COMO N218, 19 Y 20, SE REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS
DIFERENTES SINCRONICAS.

TABLA I. Tratamiento quirurgicos realizados en los pacientes incluidos
en el estudio.

La linfadenectomia D2 fue realizada a 8 pacientes (n?¢ 2,4,10,11,13,15,18-19-20, 21),
mientras que una linfadenectomia D1 fue realizada en 11 pacientes
(1,3,5,6,7,8,9,12,14,16,17). En el transcurso de la gastrectomia-linfadenectomia fueron
realizadas 2 esplenectomias. En los pacientes 10, 17, 18-19-20 y 21, fue asociada al
procedimiento una omentectomia completa.
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La reseccion gastrica realizada fue subtotal en 13 pacientes, gastrectomia total en 6,
videoasistida en 13, laparoscdpica reconvertida en 2 y laparotémica en 4.

La reconstruccion del transito intestinal fue realizada en todos los casos mediante una Y
de Roux, realizando una anastomosis extracorpérea en los casos videoasistidos.

En relacion a los tipos histopatolégicos de la clasificacion de Lauren encontrados en la
serie, fueron: tipo intestinal 16, infiltrante difuso en 2 y de tipo indeterminado en 3.

El estadio tumoral, una vez realizado el andlisis anatomo-patolégico (p), es mostrado en la

TABLA II. Ademas, se indican con una “Y”, aquellos pacientes que han sido tratados con
quimioterapia preoperatoria y cirugia.
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PACIENTE TNM ESTADIO IICC

i pTANOMD LVi-PN- 4
2 pT4aM2M0 LVi- PN+ IIE
3 BT3N2MOLVis PN+ 1A
4 BT3N2MO LVi+ PN+ ma
5 pT4al 3=M0 LVi+ PN+ 1iC
& pT1hNOMO LVi- PN- IA
7 pT4aM3bMO LVi+ PN+ ic
g pTZN1MO LVi+ PN- MA
g pTINOMOLVi- FN- A
10 PT3N1MO LVi- PN+ 1B
11 pTINOM1 LVi- PN- v
12 yTINOMO LVi PN- na
i3 ¥T3NZMD LVi- PN- ma
14 yTINZaM0 LVi+ PN- e
i5 ¥T3INOMO LVi- PN- na
16 pTZN0MO LVi- PN- IE
17 pT2ZN2MD LVi+ FN- IE

12(%) pT4aN0MD LVi+ PN+ 1E

13(%) PTiNOMO LViFN- IA

20(%) pTINOMD LVi- PM- IA
21 pT2N1MO LVi- FN- 114

ESTADIOS ANATOMO-PATOLOGICOS DE LOS TUMORES DE LOS 19 PACIENTES CON CANCER GASTRICO. (PACIENTES
MARCADOS p-TNM) SE CORRESPONDEN CON ESTAD{O ANATOMO-PATOLOGICO SIN TRATAMIENTO PREVIO. (PACIENTES
MARCADOS EN NEGRITA/SUBRAYADO/y-TNM) HAN RECIBIDO NEOADYUVANCIA. (*) CATALOGADA COMO N218, 19 'Y 20,
SE REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS.

TABLA II. Clasificaciéon TNM. Estadio UICC.

La distribucion de los pacientes en relacion a su estadio tumoral y al tipo de
linfadenectomia realizada, fue la siguiente: linfadenectomia D2: (n2 2-Illb, 4-111A, 10-1IB,
11-1V, 13-11IA, 15-11A, 18-19-20-11A-1A-IA, 21-11A). Linfadenectomia D1: (n21-I1A, 3-111A, 5-
IIC, 6- 1A, 7-11IC, 8-11A, 9-11A, 12-1IA, 14-11IB, 16-1B, 17-11B)
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NEOADYUVANCIA Y ADYUVANCIA CON RADIOTERAPIA. SUPERVIVENCIA

No existe todavia ningin régimen de tratamiento universalmente aceptado para el cancer
gastrico y diferentes paises y centros ofrecen opciones de tratamiento diferentes. Los
pacientes en los EE.UU. con cancer gastrico suelen ser tratados con quimio-radioterapia
adyuvante, mientras que en Europa, son tratados con quimioterapia perioperatoria; en
Japon el cancer gastrico la estandarizacién de quimioterapia adyuvante, es reciente.

La siguiente tabla muestra los pacientes de nuestra serie tratados con neoadyuvancia
(quimioterapia), adyuvancia (radioterapia y quimioterapia) y la supervivencia en meses.
TABLA 111
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NEOADYUVANCIA ADYUVANCIA PRONOSTICO
QUIMIOTERAPIA QUIMIOTERAPIA RADIOTERAPIA | SUPERVIVENCIA DIC 2014
1 NO NO NO 30 MESES
2 NO 5 FLUOROURACILO + LEUCOVORIN X 6 45Gy 29 MESES
3 NO 5 FLUOROURACILO + LEUCOVORIN X 6 45Gy 28 MESES
4 NO 5 FLUOURORACILO + LEUCOVORIN X 6 45Gy 27 MESES
5 NO 5 FLUOROURACILO + LEUCOVORIN (80%) X 6 45Gy 27 MESES
6 NO NO NO 26 MESES
7 NO NO NO 25 MESES
8 NO NO NO 25 MESES
? NO NO NO 25 MESES
10 NO 5 FLUOROURACILO + LEUCOVORIN X 6 45Gy 19 MESES
1 NO 5 FLUOROURACILO + FOLINATO CALCICOX 6 | DESESTIMADA 19 MESES
12 EOX X 3 NO NO 18 MESES
13 EOX X 3 EOX X 3 NO 18 MESES
14 EOX X 3 EOX X 3 NO 17 MESES
15 EOX X 3 EOX X 3 NO 15 MESES
16 NO NO NO 13 MESES
17 NO DESESTIMADA X CIRROSIS DESESTIMADA 7 MESES
18-
19- NO NO NO 6 MESES
20
21 NO NO NO 14 MESES

TABLA III. Pacientes tratados con neoadyuvancia (quimioterapia),
adyuvancia (radioterapia y quimioterapia) y supervivencia en meses a
cierre del estudio en diciembre 2014.

Los pacientes n? 12, 13, 14 y 15, fueron los tratados con EOX x3 ciclos, en forma de
quimioterapia preoperatoria, completando la adyuvancia con el mismo esquema todos
ellos, menos el n? 12 por morbilidad asociada. Esquema de tratamiento sugerido por el
ensayo holandés CRITICS (NCT00407186)11.

La pauta de EOX empleada en ciclos cada 21 dias fue, con Epirrubicina 50 mg/m2,
intravenoso, dia 1, Oxaliplatino 130 mg/m2, intravenoso (infusién de 2 horas), dia 1,

Capecitabina 625 mg/m2, via oral, cada 12 horas, en forma continua.

Los efectos adversos con el tratamiento con EOX incluyen: neutropenia, astenia y alopecia,
diarrea, nauseas y vémitos, neutropenia, fiebre, trombocitopenia, neutropenia, sindrome
mano-pie, estomatitis?2.
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A continuacién son mostrados los pacientes de nuestra serie, que siendo estadios II y III,
no recibieron quimioterapia y los que estando en el mismo estadio, si fueron tratados con
quimioterapia. Se representan, el tipo anatomo-patoldgico, estadio y los datos de
cuantificacion de las proteinas analizadas. TABLA IV-V.

PROTEOMICA DIRIGIDA. COCIENTES DE CUANTIFICACION PROTEICA EN RELACION CON
CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS (TUBULO PAPILAR, MODERADA-POBREMENTE DIFERENCIADO)

ESTADIOS II-I1T

ADENOCARCINOMA
INTESTINAL
INFILTRANTE, ADENOCARCINOMA ADEIII\\II'(I)‘(E:JQTRI(II\}XSMA ADENOCARCINOMA
TUBULO-PAPILAR, | ADENOCARCINOMA INTESTINAL
INDETERMINADO | TUBULO PAPILAR
POBREMENTE INTESTINAL TUBULO- PAPILAR POBREMENTE INDETERMINADO
DIFERENCIADO Y TUBULO-PAPILAR TUBULO-PAPILAR
POBREMENTE DIFERENCIADO
EN LA ZONA MAS MODERADO- DIFERENCIADO METASTASIS /ANILLO DE SELLO
PROFUNDA POBREMENTE LVi- PN+ GANGLIONAR E MODERADO-
PATRON DIFERENCIADO POBREMENTE
. METASTASIS IMPLANTES EN LA
INFILTRATIVO, LVi- PN+ GANGLIONARES GRASA DIFERENCIADO
CON METASTASIS T4aN2MO T3N1MO LVi+ PN+ T4aN3bMO0
GANGLIONARES I1IB LVi+ PN+
. 1IB T4aN3aMO0
LVi+, PN- 1c 11IC
T2N2MO,
1IB
EGFR1 0,56 0,8 1,16 1,26 2,9
MKO01 N/A 1,62 0,73 0,43 1,11
MKO03 0,21 2,24 0,64 3,44 7,74
FKBP1A 0,53 0,76 0,45 2,36 2,43
AKT1 N/A No determinado 1,36 No determinado No determinado
Mejor Prondstico Peor pronoéstico

TABLA IV. Tipo anadtomo-patolégico, estadio y los datos de cuantificacién
de las proteinas-péptidos analizados de los pacientes que no recibieron
neoadyuvancia.
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COCIENTES DE CUANTIFICACION DE LOS PACIENTES SOMETIDOS A TRATAMIENTO CON QUIMIOTERAPIA
PREOPERATORIA " EOX "
ADENOCARCINOMA ADENOCARCINOMA ADENOCARCINOMA
ADENOCARCINOMA INTESTINAL MUCINOSO, | INFILTRANTE DIFUSO INTESTINAL TUBULAR
INTESTINAL, TUBULAR MODERADAMENTE POBREMENTE MODERADAMENTE
MODERADAMENTE DIFERENCIADO, DIFERENCIADO DIFERENCIADO
DIFERENCIADO, LVi-, PN-, METASTASIS METASTASIS
LVi-, PN-, LAGOS DE MOCO EN GANGLIONARES GANGLIONARES
yT3NOMO, GANGLIO LVi- PN- LVi+ PN-
1A yT3NOMO yT3N2MO YT3N3aM0
1A 1A 1B
EGFR1 0,83 0,95 1,48 2,9
MKO1 0,34 0,31 0,57 N/A
MKO03 0,71 1,2 1,29 1,28
FKBP1A 1,15 0,66 1,3 N/A
AKT1 08 0,78 1,43 No determinado
Mejor prondstico Peor pronéstico

TABLA V. Tipo anatomo-patoldgico, estadio y los datos de cuantificacion
de las proteinas-péptidos analizados de los pacientes que recibieron
neoadyuvancia.

Los pacientes analizados en este caso son estadios II (IIA, IIB) y III (IIIA, IIIB, IIIC) y las
proteinas analizadas son EGFR1, MKO3 y FKBP1A, terna que sirvié para el clustering, ver

capitulo (analisis de datos).

En estadio IIB, estan los pacientes n2 17 y el n2 10. En estadio IIIB, el paciente n® 2 y en
I1IC, los paciente n2 5 y 7. Estos pacientes no recibieron quimioterapia preoperatoria.

Con quimioterapia preoperatoria, se encuentran en estadio IIA, los pacientes n% 15y 12,
mientras que en el estadio IIIA, estd el paciente n? 13 y en el IIIB, el paciente n? 14.
FIGURA 2.
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Comparacion de la evolucion de fia proteina
41+ EGFR1 en funcion del estadio tumoral en -
pacientes con y sin Qx

+  pacientes sin Qx
curva de ajuste pacientes sin Qx =
pacientes con Ox *
cueva de ajuste pacientes con Qx|

Cocientes de cuantificacion EGFR1
o
-
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I I | L I I L
I 1A 1B Ic I A 1B lC 1] WA 1B IC %
Estadio tumoral (Clasificacion UICC)

FIGURA 2. Evolucién de los Ccs de la proteina EGFR 1 en relacion con el
estadio tumoral en pacientes no tratados y tratados con quimioterapia
preoperatoria (Qx).

Los Ccs de la proteina EGFR1 crecen a partir de los estadios IIA y IIB, tanto para los
pacientes tratados, como sin tratar, pero lo hacen mas rapidamente en los tratados con
quimioterapia, al menos hasta el estadio III C.

Carecemos de datos suficientes de lo que puede ocurrir a partir del estadio IIIC, pero de la
informacién manejada en esta tesis se podria esperar, una caida brusca de los Ccs, hasta
alcanzar valores por debajo de la unidad.

Evolucién del MK03

Los valores de los Ccs de la proteina MKO03 tratados con quimioterapia y reclasificados en
estadios 1A, IIB, son mayores que los correspondientes a los valores de los pacientes sin
tratar con quimioterapia. Ademas, su tasa de crecimiento en relacion al estadio tumoral, es
muy baja, a diferencia de los pacientes que no fueron tratados con quimioterapia, que
tienen un crecimiento muy alto del Ccs a partir del estadio III. FIGURA 3.
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Comparacion de la evolucion de la proteina
MKO3 en funcién del estadio tumoral en
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FIGURA 3. Evolucién de los Ccs de la proteina MK03 en relacién con el
estadio tumoral en pacientes no tratados y tratados con quimioterapia
preoperatoria (Qx).

Evolucién del FKBP1A

Los valores de los Ccs de la proteina FKBP1A, tratados con quimioterapia y reclasificados
en estadios II (IIB), son mayores que los correspondientes a los valores de los pacientes
sin tratar con quimioterapia, siguiendo el mismo patrén que los Ccs de la proteina MKO03.

De forma andloga su tasa de crecimiento es muy baja, al menos hasta el estadio IIIB.
FIGURA 4.
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4L Comparacién de la evolucion de la proteina
FKBF1A en funcion del estadio tumoral en
pacientes con y sin Qx
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FIGURA 4. Evolucién de los Ccs de la proteina FKBP1A en relacién con el
estadio tumoral en pacientes no tratados y tratados con quimioterapia
preoperatoria (Qx).

Hasta el momento del cierre del estudio en diciembre 2014, las supervivencias de los
pacientes 12, 13, 14 y 15, fueron de 18, 18, 17 y 15 meses respectivamente.

Otra pauta de tratamiento de quimioterapia adyuvante postoperatoria, fue empleada para
los pacientes 2, 3, 4, 5 y 10, que fueron tratados con 5-Fluorouroacilo y Leucovorin x 6
ciclos y el paciente 11 con 5-Fluorouroacilo y folinato calcico.

Ademas, asociado con la quimioterapia, los pacientes 2, 3, 4, 5y 10 recibieron radioterapia
a una dosis total maxima de 45 Gy segun el ensayo SWOG/ Intergroup-0116.

El ensayo americano, demostr6 que la terapia adyuvante con cinco ciclos de 5-
FU/leucovorin, ademas de la radioterapia concomitante (45 Gy en 25 fracciones durante 5
semanas), durante los ciclos 2 y 3, se traduce en una mejoria de la supervivencia global. En
este estudio, el grupo tratado con adyuvancia presenta una mediana de supervivencia de
35 meses, frente al grupo tratado Unicamente con cirugia, que fue de 27 meses. Tras 10
afios de seguimiento, esta diferencia sigue siendo significativa a favor de la
quimiorradioterapia adyuvante13.14,
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La supervivencia de los pacientes de nuestra serie n2 2, 3, 4, 5, y 10 que siguieron esta
pauta de tratamiento hasta el cierre del estudio fue de 29, 28, 27, 27 y 19 meses
respectivamente.

RECURRENCIA

La TABLA VI, mostrada a continuacion, detalla los pacientes que sufrieron una recurrencia
en el transcurso de su enfermedad, asi como, el tratamiento de rescate y mortalidad
durante el seguimiento.
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TRATAMIENTO 3
PACIENTE RECURRENCIA RESCATE EXITUS
1 NO NO NO
JUNIO 2014: CAPECITABINA +
) METASTASIS RADIOTERAPIA NO
SUBMUCOSA NOVIEMBRE
RECTAL 2014
EOX ()
JULIO 2014:
3 METASTASIS SEPTIEMBRE NO
HEPATICAS 2014
AGOSTO 2014: i?fé&l\ﬁé? :
4 METASTASIS POR NO
SUPRARRENAL MORBILIDAD
5 NO NO NO
6 NO NO NO
FEBRERO 2013:
FEBRERO 2013: XELOX (80%) +
7 CARCINOMATOSIS EPREX (-+) 11/06/2013
PERITONEAL. ABRIL 2013:
PACLITAXEL
8 NO NO NO
9 NO NO NO
10 NO NO NO
11 NO NO NO
SEPTIEMBRE
2014:
OBSTRUCCION
12 INTESTINAL POR No 26/09/2014
CARCINOMATOSI
S PERITONEAL.
13 NO NO NO
ULIO 2014: [ULIO 2014:
PROGRESION
14 XELIRI (80%) X NO
TUMORAL 6 (o
ADENOPATICA 6]
15 NO NO NO
16 NO NO NO
17 NO NO NO
18-1*9-20 NO NO NO
™)
21 NO (&) NO (&) NO
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() 5-FU/LV : 5 FLUOROURACILO + LEUCOVORIN DURANTE 6 CICLOS + RADIOTERAPIA: 45 GRAYS. (--) EOX : EPIRRUBICINA +
OXALIPLATINO + XELODA (CAPECITABINA) DURANTE 3 CICLOS. () XELOX + EPREX: XELODA (CAPECITABINA) + OXALIPLATINO +
ERITROPOYETINA. (--) XELIRI: XELODA (CAPECITABINA) + IRINOTECAN DURANTE 6 CICLOS. (&) PACIENTE 21 DESARROLLA UN
CARCINOMA BRONQUIOLO-ALVEOLAR NO MUCINOSO ESTADIO IV: CK7+/CK20-/TTF1+ TRATADO EN 12 LINEA: GEFITINIB + ACIDO
ZOLEDRONICO/22 LINEA: PEMETREXEB + ACIDO ZOLEDRONICO -> GEN EGFR MUTADO (MUTACION G719X EN EXON 18) POR TECNICA DE
PCR. (PACIENTES 2-3-4-5-10-11 MARCADOS EN NEGRITA) HAN RECIBIDO ESQUEMA DE ADYUVANCIA. (PACIENTES 12-13-14-15
MARCADOS EN NEGRITA Y SUBRAYADO) HAN RECIBIDO ESQUEMA DE NEOADYUVANCIA. (¥) CATALOGADA COMO N218, 19 Y 20, SE
REFIERE A UNA PACIENTE CON TRES LESIONES TUMORALES GASTRICAS DIFERENTES SINCRONICAS. (PACIENTES 7-12 SOMBREADOS)
FALLECIERON A LOS 25 Y 18 MESES RESPECTIVAMENTE.

TABLA VI. Recurrencia, tratamiento de rescate y prondstico de los
pacientes incluidos en el estudio a cierre del mismo (Diciembre 2014)

También presentamos los datos del andlisis prote6mico del cancer gastrico en los
pacientes que en su evolucion tuvieron recurrencia de la enfermedad. TABLA VII.

n® Paciente | EGFR1 MKO1 MKO3 FKBP1A AKT1
2 0,8 1,62 2,24 0,76 N/D
3 1,09 1,72 0,48 0,81 N/D
4 2,24 #N/A 1,63 1,2 N/D
7 2,9 1,11 7,74 2,43 N/D
12 095 0,31 1,02 0,66 0,78
14 2.9 #N/A 1.28 #N/A #N/A

#N/A: VALORES PEQUENOS DIFICILES DE CUANTIFICAR CON EL METODO EMPLEADO. N/D: NO DETERMINADO.
(PACIENTES 2-3-4 MARCADOS EN NEGRITA) HAN RECIBIDO ESQUEMA DE ADYUVANCIA. (PACIENTES 12-14 MARCADOS
EN NEGRITA Y SUBRAYADO) HAN RECIBIDO ESQUEMA DE NEOADYUVANCIA. (PACIENTES 7-12 SOMBREADOS)
FALLECIERON A LOS 25Y 18 MESES RESPECTIVAMENTE.

TABLA VII. Coeficientes de cuantificacion de los péptidos del EGFRY
MKO01, MK03, FKBP1A Y AKT en los adenocarcinomas gastricos sufrieron
recurrencia.

DISCUSION

La aplicacién en el cancer de nuevas tecnologias de diagnostico, basadas en los perfiles
"omics" de los pacientes y sus interacciones, han suministrado los primeros mapas utiles a
gran escala del genoma, proteoma y metaboloma para esta enfermedad?s.

Entre estas tecnologias se incluye el andlisis protedmico, tanto en su version de
descubrimiento (discovery proteomics), como dirigido (targeted proteomics).

Iniciamos el desarrollo de la proteémica de descubrimiento en el afio 2008, por
electroforesis bidimensional y es a partir del afio 2013, que nos incorporamos a la
estrategia ‘shotgun’, basada en cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas,
en tandem (LC-MS/MS),

La proteémica de descubrimiento identifica proteinas, con niveles de expresién diferencial
entre muestras de tejido tumoral y sano, lo que permite relacionarlas con el pronéstico de
la enfermedad.
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Esta metodologia analitica, la utilizamos al principio en la fase de puesta a punto de la
técnica, con el paciente n? 4, para conocer el perfil proteico de los tejidos humanos con
cancer gastricol617,

Como complemento a la protedmica de descubrimiento, hemos empleado la proteémica
dirigida, con objeto de comparar, en un mayor nimero de muestras, los niveles de
expresién de una serie de proteinas de interés, de forma mas reproducible y sensiblel8.

Con estas técnicas y otras, se ha generado una explosién de informaciéon molecular
relevante, con potencial para mejorar el cuidado de los pacientes, ya que si observamos la
tasa de cambio de los cocientes de cuantificaciéon del tejido sano y tumoral, podemos
predecir el estadio evolutivo y seleccionar mejor los tratamientos y su respuesta.

En nuestro estudio, hemos determinado por metodologia proteémica dirigida, los
cocientes de cuantificacién de las proteinas EGFR1, MK01, MK03, FKBP1A y AKT1. En este
caso, la muestra para la cuantificacion tisular, fueron obtenidas a partir de la reseccién
quirurgica del estdbmago de pacientes con cancer gastrico.

Con un software comercial hemos realizado dos agrupamientos para los Ccs de las
proteinas. Al grupo 1 corresponden los pacientes 10,17, 12, 2, 15, en los que las proteinas
EGFR1, MK03 y FKBP1 son mas abundantes en el tejido sano, que en el tumoral (verde).

En el grupo 2, se encuentran los pacientes 7, 14, 13, 5, en los que las proteinas EGFR1,
MKO03 y FKBP1A, son mas abundantes en el tejido tumoral, que en el sano (rojo). En negro
se representa la mediana de los valores de los Ccs (ver capitulo andlisis de datos). Los
pacientes analizados en este caso son estadios II (I1A, 1IB) y III (IIIA, IIIB, IIIC).

En estadio IIB, estan los pacientes n2 17 y el n? 10. En estadio IIIB, el paciente n? 2 y en
I1IC, los paciente n2 5 y 7. Estos pacientes no recibieron quimioterapia preoperatoria.

Con quimioterapia preoperatoria, se encuentran en estadio IIA, los pacientes n% 15y 12,
mientras que en el estadio I1IA, esta el paciente n2 13 y en el 1B, el paciente n? 14.

A continuacién, se discuten los resultados, de los dos primeros pacientes tratados con
quimioterapia, obtenidos al comparar la evolucién del comportamiento de los Ccs y el
estadio tumoral.

Después del tratamiento con quimioterapia y la cirugia, estos pacientes previsiblemente
fueron reclasificados en su estudio tumoral, como IIA (pacientes n? 15 y 12). Si tomamos
como referencia las curvas de los Ccs globales, los valores de los Ccs de FKBP1A Y MKO03
que les corresponden, los sitian mas en estadios tumorales IC o IIC.

Esta discrepancia del valor del Ccs y estadio tumoral se puede ratificar observando la
evolucion y supervivencia de los pacientes.

El paciente n? 15, en su evoluciéon no desarroll6 la enfermedad, lo que sugiere que su
estadio tumoral podria ser IC, en correspondencia con las curvas de pacientes sin
tratamiento quimioterapico. Sin embargo, el paciente n? 12 ha desarrollado recurrencia, lo
que hace suponer que el estadio tumoral real en el que le dej6 la quimioterapia, era un IIC
o IIA.

Finalizada la quimioterapia neodyuvante y la cirugia, los otros dos pacientes n%s 13 y 14,
fueron situados en un estadio tumoral I1IA y I1IB, respectivamente.
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El paciente n? 14, tenia unos los valores de los Ccs de EGFR1, que se corresponden mas a
un estadio tumoral I1IC, de pacientes no tratados.

Los valores del paciente n®13 en un estadio IIIA, tenia los Ccs de las tres proteinas,
aproximadamente en los valores que tienen en ese estadio los pacientes que no han sido
tratados con quimioterapia.

Por tanto, su evolucion seria la misma que la de los pacientes sin quimioterapia, mientras
que en el primer caso, su evolucién es la de un IIIC, probado por la recurrencia que
desarrollo el paciente.

Conviene llamar la atencion, que el caso con menor correspondencia fue el paciente n? 12,
un tipo celular mucinoso, con lagos de moco en un ganglio linfatico y recurrencia tumoral,
que fue infravalorado en su estadio tumoral.

Algo similar ocurre con el paciente 14, reclasificado en un estadio tumoral IIIB y que por
su evolucién parece indicar que el estadio tumoral era mas un IIl C, de acuerdo con la
prediccion protedmica.

No hay globalmente aceptado un estdndar de tratamiento para el cAncer gastrico resecable
y las estrategias de tratamiento varian en todo el mundo.

Mientras que la diseccién D2, fue durante mucho tiempo un procedimiento estandar en
Japon, los paises occidentales hemos tardado en adoptar este enfoque, debido a la presiéon
realizada por los ensayos holandeses e ingleses, que argumentaban mayor morbilidad y
mortalidad y porque no se obtenia ninguna ventaja en la supervivencia, con la diseccién
D2.

En relacién a la linfadenectomia D2, la clasificacion por estadio tumoral preoperatoria, no
es capaz de definir el tipo de linfadenectomia a realizar.

Hay discrepancia al correlacionar el estadio tumoral y los Ccs de las proteinas analizadas
en los enfermos tratados con quimioterapia, cuando se utilizan como referencia las curvas
de los valores de los Ccs de pacientes sin tratar con quimioterapia y se observa la
evolucion y supervivencia de estos pacientes.

La determinacion de los Ccs de las proteinas analizadas en este estudio, junto con la
determinacién del estadio tumoral, una vez hayan sido tratados con quimioterapia, nos
ayudaran a seleccionar mejor el tipo de cirugia a realizar, ya que ajustaremos mejor el
estadio tumoral.

Desde nuestro punto de vista, la metodologia protedmica dirigida junto con el estadio
tumoral, permite seleccionar la linfadenectomia D2, en aquellos tumores de la clasificacién
molecular de Bass, de tipo cromosémicamente inestables, que tengan una localizacién
antral y con previsibles amplificaciones de los genes, que codifican proteinas para la
activacion de los receptores tirosin Kkinasa, responsables de proliferacion celular
aberrante.

A lo largo del tiempo se han propuesto varios esquemas de clasificacion de los
adenocarcinomas gastricos, en base a su apariencia microscopica. La mas cominmente
utilizada ha sido clasificacidn de Lauren.
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También son utilizadas la clasificacién de la OMS y otras clasificaciones, como las de Ming
y Goseki. La limitacion comun de todas ellas, es que tienen una significativa variabilidad
entre los patdlogos.

Los sistemas de clasificacion molecular tienen la ventaja, sobre los que clasifican el tumor
por su apariencia microscopica, en que estan basados en el factor clave que condiciona el
fenotipo tumoral.

Una clasificaciéon molecular basada en los analisis de expresion génica del cancer gastrico,
muestra en mayor o menor proporcion, alteraciones génicas comparables para ambos
tipos de la clasificacion de Lauren (intestinal y difuso), en relacién a genes como, ERBB2,
CDH1, APC, KRAS, P53 y otros, Munding 201319,

Subtipos de lineas celulares de cancer gastrico, con distintos patrones de expresion génica,
estan asociados al prondstico (porcentaje de probabilidad de supervivencia) y la respuesta
a la quimioterapia de los pacientes.

De las dos lineas celulares con subtipos genémico intestinal y difuso, las de tipo intestinal,
fueron significativamente mas sensibles a 5-FU y oxaliplatino, pero mas resistentes a
cisplatino, que las lineas de celulares con genotipo difuso2°.

La quimioterapia preoperatoria (quimioterapia neoadyuvante) tiene algunos beneficios
para los pacientes con cancer gastrico como son: reduce el volumen del tumor, mejora la
tasa de reseccion RO (sin tumor residual después de la cirugia), actiia sobre la
micrometastasis, disminuye el riesgo de recurrencia local del tumor y ayuda en la
evaluacién de la quimiosensibilidad del tumor a los farmacos citotéxicos?t.

La quimioterapia perioperatoria en pacientes con adenocarcinoma gastrico de células en
anillo de sello, no ofrece ningtin impacto en los resultados sobre la supervivencia de estos
pacientes?2,

En relacién con el TNM, se encontréd una respuesta completa o parcial a la quimioterapia
en un 31,3 % de un total de 573 pacientes de tres estudios randomizados. No se ha
observado una ventaja en la supervivencia global de los pacientes tratados con
quimioterapia preoperatoria. (p=0,36), ni en la supervivencia libre de enfermedad
(p=0,20), ni modifica la tasa de reseccién RO (p=0,36)23.

Tampoco se han encontrado diferencias significativas, ni en la supervivencia, ni en la
recurrencia tumoral en relaciéon con el subtipo molecular. La inestabilidad de los
microsatélites tiene una mayor tendencia a la recurrencia que el resto de los subgrupos,
aunque no es significativa2+.

La cuantificacién por metodologia proteémica de las proteinas implicadas en las vias de
sefializacion del la carcinogénesis del cancer gastrico, podria contribuir a seleccionar
mejor las pautas de tratamiento de los pacientes con cancer gastrico y ayudar a establecer
mejor el estadio tumoral.

Biomarcadores, clinicamente ttiles, para la optimizaciéon del tratamiento como dianas
moleculares en el cancer gastrico, incluyen entre otros, la amplificacién genémica o la
sobre-expresion del gen Her2 /Neu, que se produce en el 10% de los casos.

En los ensayos clinicos se ha demostrado que los canceres gastricos HER2 positivos, son
tratables con trastuzamab, anticuerpo monoclonal anti-HER2 (Herceptin)2s.
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Un anticuerpo bifuncional, llamado MaAbNA con capacidad de focalizar su accién sobre el
EGFR1 y HERZ2, que se sobreexpresa ampliamente en una variedad de tipos de tumores, ha
sido disefiado recientemente.

MaAbNA exhibe altos efectos inhibidores sobre las células tumorales que sobreexpresan
tanto EGFR1 y HER2, con un minimo de citotoxicidad en células que expresan bajo niveles
de EGFR1 y HER2.

Este anticuerpo ha mostrado una mayor eficacia antitumoral que el Cetuximab (EGFR1) y
el Herceptin (HER2)26,

La cuantificacién por proteomica dirigida del EGFR 1 y HER2 podrian ayudar a conocer
mejor la respuesta con estos medicamentos.
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METODOLOGIA PROTEOMICA

1.

La homogeneizacion con el sistema Precellys, asi como la digestion de las proteinas
mediante el método FASP, sirven de manera 6ptima para su utilizacién con muestras
tisulares de ratén. El nimero de proteinas identificadas, fue similar al ndmero de
proteinas que se obtienen con los flujos de trabajo habituales.

Tanto con el tejido conservado en OCT como en PBS, no hay diferencias significativas
en el nimero proteinas obtenidas con los procedimientos de limpieza utilizados. La
funcionalidad de estas proteinas en los tejidos analizados, permanece intacta.

La utilizacién en este trabajo de un péptido comun, como el péptido de la levadura
ENO1_YEAST, para normalizar la cuantificaciéon peptidica en el tejido humano con
cancer gastrico, no ha sido un procedimiento fiable para obtener resultados
homogéneos de cuantificacién y con tiempos de elucién similares.

La presencia de un péptido marcado ayuda a determinar la presencia del péptido
natural y permite normalizar la intensidad del péptido natural frente al péptido
pesado y en principio obtener una cuantificacién mas fiable.

ANALISIS DE DATOS DE LOS RESULTADOS DE LOS COCIENTES DE
CUANTIFICACION DE LA PROTEINAS ANALIZADAS

5.

Los resultados de los analisis de regresion lineal y regresion multiple obtenidos para
las ternas (MK01, EGFR1-MKO03) y (FKBP1A, EGFR1-AKT), confirman la relacion lineal
entre valores de los cocientes de cuantificacién de las proteinas analizadas y que,
conocidos los valores de dos de ellos, se puede obtener el cociente de cuantificaciéon
del tercero, con un error maximo acotado.

Agrupadas los canceres gastricos segun el estadio tumoral de la clasificacion UICC y
promediados los valores de los cocientes de cuantificacién de las proteinas, cada una
de ellas, sigue una curva parabdlica en funcién del estadio tumoral. Los valores
minimos de los cocientes de cuantificacion (vértice de la parabola) se localizan en los
estadios I1A y IIB.

Este comportamiento se rompe en el intervalo del estadio tumoral IIIC al IV. A pesar
de los pocos datos disponibles, el cociente de cuantificacién de las proteinas, después
de alcanzar un valor maximo bastante mayor que uno, disminuye rapidamente a
valores cercanos o inferiores a la unidad. Esto pone en evidencia que, en el estadio
tumoral IV, las cantidades de proteinas encontradas en las muestras de tejido tumoral,
crecen rapidamente con respecto a las cantidades de proteinas en el tejido sano.
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Para verificar y ratificar el estadio tumoral del paciente, en un determinado momento
de la evolucién de la enfermedad y para determinar la magnitud esperable del cociente
de cuantificaciéon de cualquiera de las proteinas analizadas en este estudio, se puede
aplicar el andlisis de la varianza por el método de las autofunciones. Ademas,
mediante este analisis, se dispone de una curva de evolucién de los cocientes de
cuantificaciéon que, por su propia definiciéon, incluye mas del 98% de la variabilidad
esperada.

CARACTERIZACION DEL PROTEOMA DE UNA NEOPLASIA GASTRICA
MULTIFOCAL EN PACIENTE CON INMUNODEFICIENCIA COMUN VARIABLE

10.

11.

12.

Los cocientes de cuantificaciéon de la terna de proteinas EGFR1, MK03 y FKBP1
analizados, han sido utilizados para el agrupamiento de los tres canceres gastricos
que padecia la paciente con IDCV. Con ello, hemos diferenciado dos grupos. El grupo 1,
en el que se encuentran los dos tumores intramucosos (estadio IA), mientras que en el
grupo 2, estd el tumor invasivo, estadio IIB.

El cociente de cuantificaciéon del AKT1 fue de 8,1 en el tumor n2 19 (carcinoma papilar
intramucoso). Esto podria reflejar una hiperactivacién constitutiva del AKT1, para
activar y diferenciar a los linfocitos y producir inmunoglobulinas.

En el tumor n220 (carcinoma intramucoso de células en anillo de sello), los cocientes
de cuantificacién de las proteinas seleccionadas en este andlisis, ayudan a predecir la
evolucion tumoral y la posible presencia de metastasis linfaticas, por lo que la
reseccion gastrica y la linfadenectomia D1, seria la cirugia a realizar en este caso y no
la reseccion submucosa endoscépica.

El adenocarcinoma intestinal infiltrante, moderadamente diferenciado, con invasion-
linfatica-venosa y perineural, sin metastasis ganglionares, tiene los cocientes de
cuantificacion de las diferentes proteinas menores a 1 (peor prondstico), por lo que la
reseccidn quirurgica amplia con linfadenectomia D2, deberia ser el procedimiento de
eleccion.

CARACTERIZACION DEL PROTEOMA DEL ADENOCARCINOMA GASTRICO CON
DIFERENTE FENOTIPO CELULAR Y ESTADIO TUMORAL

13.

La integracién de los datos relacionados con el tipo histopatolégico, el estadio tumoral
y la supervivencia en meses del cancer gastrico, ademas de los cocientes de
cuantificacién de las proteinas seleccionadas, determinados por cromatografia liquida
y espectrometria de masas, son componentes de datos relevantes para, mejorar la
identificacion del estadio tumoral de estos pacientes, seleccionar mejor el tipo de
cirugia y terapia médica a utilizar y, previsiblemente, mejorar la significacién
estadistica de las tasas de supervivencia global en estos pacientes.
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14. El andlisis de los datos de los cocientes de cuantificaciéon obtenidos a partir de las

autofunciones, aflade un nuevo elemento de contraste con el que podemos simular
datos de los cocientes de cuantificacion, que ayudan a mejorar la definicidn del estadio
tumoral en el que se encuentran los pacientes y proporcionan una valoracion
cuantitativa de la evolucion y prondstico del paciente.

PROTEOMICA DIRIGIDA EN EL CANCER GASTRICO. RELACION CON LA
CLASIFICACION MOLECULAR. GUIA DE PRACTICA CLINICA PARA EL
DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO. NIVELES DE EVIDENCIA Y OBJETIVOS DE
MEJORA

15.

16.

Hay discrepancia al correlacionar el estadio tumoral y los cocientes de cuantificacion
de las proteinas analizadas en los enfermos tratados con quimioterapia, cuando se
utilizan como referencia las curvas de los valores de los cocientes de cuantificacién de
las proteinas de pacientes sin quimioterapia y se observa su evolucién y supervivencia.

La determinacién de los cocientes de cuantificacion de las proteinas analizadas en este
estudio, junto con la determinacion del estadio tumoral en pacientes tratados con
quimioterapia preoperatoria, permite diagnosticar con menor incertidumbre su
estadio tumoral y en consecuencia ayuda a decidir con mas informacién y precision el
tipo de cirugia a realizar.
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ANEXO A
Consideraciones éticas: comité de ética de investigacion clinica.
Estudio aprobado por el comité de ética y de investigacion clinica de Euskadi (CEIC-E).

Adjuntamos aprobacion del proyecto EHU11/25 y la aprobacién de la ampliacién del
mismo por CEIC-E.
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EUSKO JAURLARITZA
GOBIERNO VASCO

OSASUN ETA KONTSUMO
SAILA

BTG, DEPARTAMENTO DE SANIDAD
Y CONSUMO

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DE
EUSKADI (CEIC-E)

D? Iciar Alfonso Farnds como Secretaria del CEIC Comunidad Auténoma de Pais Vasco
(CEIC-E)
CERTIFICA

Que este Comité, de acuerdo a la ley 14/2007 de Investigacion Biomédica, Principios éticos de
la declaracién de Helsinki y resto de principios éticos aplicables, ha evaluado el proyecto de
investigacién, titulado “CANCER GASTRICO. BIOMARCADORES PROTEICOS Y SUS
IMPLICACIONES EN EL TRATAMIENTC QUIRl]RGICO. AUTORIZADO EN EL CEIC DE
GALDAKAO, AMPLIACIGN A CRUCES.”,

Version Inicial de la HIP: Version 02 de julio de 2012

Y que este Comité reunido el dia 25 de septiembre de 2012 (recogido en acta 8/2012) ha
decidido emitir Informe Favorable a que dicho proyecto sea realizado por los siguientes
investigadores:

Dra. Bakarne Ugarte (Hospital de Galdakao-Usansolo)
Dr. Joaquin Losada (Hospital Universitario de Cruces)

Lo que firmo en Vitoria, a 4 de octubre de 2012

i ———

Fdo:

SAILA }
DAD Y CONSUMO

o 04 0CT 2012

Batzorde Etikoa

N3 —
Euskadiko Ikerkeia Kiinikoetarako ]
‘) Comité Etico de \nvestigacion Clinica de Euskadi (CEIC-E)

Dra. Iciar Alfonso Farnds
Secretaria del CEIC Comunidad Autdnoma de Pafs Vasco (CEIC-E)
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EUSKO JAURLARITZA
. GOBIERNO VASCO

OSASUN SAILA
DEPARTAMENTO DE SALUD

CEIC
E

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DE
EUSKADI (CEIC-E)

Da Iciar Alfonso Farnés como Vicepresidente del CEIC de la Comunidad Auténoma del Pais

Vasco (CEIC-E)
CERTIFICA

Que este Comité, actuando como comité ético externo del Biobanco Vasco de Bioef, ha
evaluado la solicitud de cesién de muestras del biobanco vasco de la Fundacién Vasca de
Innovacion e Investigacion Sanitarias (BIOEF) para la realizaciéon del proyecto de
investigacion, titulado “Céncer gastrico. Biomarcadores proteicos y sus implicaciones
en el tratamiento quirirgico”, y en el que actuara como investigador principal:

o Joaquin Losada Unidad Docente de la Facultad de Medicina y Odontologia en
Cruces

Y que este Comité reunido el 26 de marzo de 2014 (recogido en acta 04/2014), ha decidido
emitir informe favorable a la solicitud de aprobacion de cesién de muestras.

Lo que firmo en Vitoria, a 4 de abril de 2014

Fdo:

Dra. Iciar Alfonso Farnés
Vicepresidente del CEIC de la Comunidad Auténoma del Pais Vasco (CEIC-E)
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ANEXO B
Normas de buena practica clinica: consentimiento informado.

A continuaciéon adjuntamos el consentimiento informado aprobado por el CEIC-E y
recogido para cada paciente otorgando su aceptacidn tanto para la cesiéon de muestras
bioldgicas para el proyecto EHU11/25 como para su depdsito en cada uno de los nodos del
Biobanco Vasco de cada hospital participante en el estudio (Version 2 de julio de 2012).
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MODELO DE HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE PARA PROYECTOS DE
INVESTIGACION QUE IMPLIQUEN LA UTILIZACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

(Version 02 de julio de 2012)

TITULO DEL PROYECTO: CANCER GASTRICO. BIOMARCADORES PROTEICOS Y SUS IMPLICACIONES
EN EL TRATAMIENTO QUIRURGICO

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dr. Joaquin Losada Rodriguez
Centro/Hospital: Hospital Universitario Cruces ENTIDAD FINANCIADORA: UPV-EHU

DESCRIPCION GENERAL:

Considerando la enfermedad que usted padece, la Dra. Soledad Ugarte Sierra del Hospital
Galdakao-Usansolo, le solicita su consentimiento para participar en un estudio del que le informamos a
continuacién. Antes de decidir si quiere participar o no, le rogamos lea detenidamente este documento
que incluye la informacion sobre este proyecto. Puede formular todas las preguntas que le surjan y

solicitar cualquier aclaracion sobre cualquier aspecto del mismo

PROPOSITO DEL ESTUDIO: En la enfermedad que padece, se ha visto que las células afectadas por la
misma sufren una alteracion a nivel genético, que a su vez provoca unas alteraciones en las proteinas

expresadas por esas mismas células.

Este estudio tiene como finalidad principal identificar las alteraciones a nivel proteinico que se dan en el

tejido enfermo frente al sano y sus implicaciones en el tratamiento quirdrgico llevado a cabo.
EXPLICACION DEL ESTUDIO:
No hay contraprestacion econémica de ningun tipo.

MUESTRAS A RECOGER: Como parte de este proyecto aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica de Galdakao, se le va a extraer una muestra de BIOPSIA Y de SANGRE para utilizarla con fines de
investigacién, con objeto de aumentar los conocimientos sobre la patologia o proceso objeto de estudio, y

desarrollar nuevas estrategias y terapias aplicables a pacientes

SANGRE: La extraccién de sangre no conlleva mas molestias que un simple pinchazo en la vena en el
brazo. A veces, muy raramente, le puede ocasionar un pequeno hematoma o una leve inflamacion que

remitiran en pocos dias.

BIOPSIA La extirpacion de tejido se realiza con fines diagndsticos y terapéuticos, pero frecuentemente no
se estudia toda la muestra sino que, tras realizar los estudios histopatoldgicos de las zonas representativas
de la lesion, se suele destruir el resto del tejido. Con la firma de este consentimiento se le solicita parte de

la muestra excedente para utilizarla en este proyecto
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BENEFICIO Y ATENCION MEDICA: Es probable que no reciba ningin beneficio personal por su
participacion en este estudio. En cualquier caso, los datos recogidos en el mismo podran derivar en un

mayor conocimiento de su enfermedad o condicion objeto de estudio.

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria: Si usted decide no participar recibira todos
los cuidados médicos que pudiera necesitar y su relacion con el equipo médico que le atiende no se vera

afectada.

TRATAMIENTO DE LOS DATOS Y CONFIDENCIALIDAD. Se solicita su consentimiento para la
utilizacion de sus datos y de su muestra para el desarrollo de este proyecto. Tanto los datos
personales (edad, sexo, raza), como los datos de salud, como la muestra para investigacion,
se recogeran empleando un procedimiento de codificacion. Solo la Dra. Soledad Ugarte Sierra
podra relacionar estos datos con Vd, siendo responsable de custodiar el documento de
consentimiento, garantizando el cumplimiento de su voluntad en relacion al uso de /a

muestra bioldgica que vd. cede para investigacion.

La informacion sera procesada durante el analisis de los resultados obtenidos y aparecera en los informes
finales. En ningun caso sera posible identificarle, garantizandole la confidencialidad de la informacion

obtenida, en cumplimiento de la legislacidn vigente.

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO. Puede revocar en cualquier momento su participacion sin
necesidad de dar explicaciones. En este caso, no se recogeran nuevos datos después del abandono del
estudio. Los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y oposicion puede ejercitarlos ante la Dra.

Soledad Ugarte Sierra. Hospital Galdakao-Usansolo. BO Labeaga, s/n. Galdakao. Tel: 94.400 70 00

DESTINO DE LA MUESTRA TRAS SU UTILIZACION EN ESTE PROYECTO DE
INVESTIGACION

Una vez finalizada la investigacion, es posible que existan muestras sobrantes. En relacién a las mismas,

se le ofrecen las siguientes opciones:
A. La destruccion de la muestra sobrante.

B. Su utilizaciéon en futuros proyectos relacionados con esta linea de investigacion. A tal fin, se le
ofrece la opcién de donar la muestra excedente al Biobanco Vasco para la Investigacion de la
Fundacion Vasca de Innovacion e Investigacion Sanitaria (BIOEF) con objeto de que pueda ser conservada
y destinada a futuras investigaciones relacionadas con la enfermedad o proceso objeto de estudio. En este
caso, firmara el consentimiento especifico incluido en este documento, que serd custodiado por el
coordinador del BIOBANCO de su Hospital. En dicho consentimiento usted podra escoger si desea que esta
donacion se haga codificada de forma que usted pueda conocer si lo desea los resultados de las
investigaciones que se lleven a cabo, o anonimizada, si usted prefiere que nunca nadie pueda recobrar la

relacion entre sus muestras y su persona.
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ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA EN EL BIOBANCO. Con la firma del consentimiento anexo, Vd.
autoriza al Biobanco Vasco para la Investigacion, al almacenamiento y utilizacion de sus
datos clinicos relevantes, y su muestra, para la realizacion de proyectos de investigacion en

TUMORES.

El clinico responsable de la investigacion entregara al Biobanco los datos clinicos y la muestra, conforme a
su voluntad, para su almacenamiento en las instalaciones del centro hospitalario adscritas al Biobanco, asi
como el documento de consentimiento informado por usted firmado. En el Hospital Galdakao-Usansolo se
registraran los datos que pudieran relacionarle con las muestras a conservar, empleando un procedimiento
de anonimizacién o disociacion, para garantizar la proteccion de su identidad. Sélo el Responsable clinico

de esta donacién y el coordinador del Biobanco de su Hospital podran relacionar estos datos con Vd.

La donacién de muestras para investigacion es voluntaria y altruista. Su Unico beneficio es el que
corresponde al avance de la medicina en beneficio de la sociedad. Sus muestras no podran ser objeto
directo de actividades con animo de lucro. No obstante, la informacidén generada a partir de los estudios
realizados sobre su muestra podria ser fuente de beneficios comerciales. En tal caso, se pretende que
estos beneficios reviertan en la salud de la poblacién, aunque no de forma individual ni en el donante ni

en sus familiares.

Los resultados de futuros estudios podran ser comunicados en reuniones cientificas, congresos médicos o

publicaciones cientificas. Siempre se mantendra una estricta confidencialidad sobre su identidad.
La donacion de su muestra no supone ninguin gasto extra.

La utilizacién de la muestra biolégica para una finalidad distinta a la expresada habra de ser

expresamente autorizada por Vd. en un nuevo documento de consentimiento.

ACCESO A LAS MUESTRAS Y/O LA INFORMACION. Usted tiene derecho a conocer los datos
genéticos clinicamente relevantes que se obtengan a partir del analisis de las muestras donadas, siempre
que asi lo desee y lo solicite.—La informacion que se obtenga podria ser relevante también para sus
familiares. Si fuera este el caso, es decision personal suya informar a dichos familiares -algo que nosotros
le aconsejamos- con el fin de que, si ellos lo desean, puedan ser estudiados y valorar asi cual es su riesgo

personal y sus opciones de salud en un futuro.
En todo caso, la muestra estara disponible si usted la requiere por motivos de salud

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO. En cualquier momento podrd Vd. revocar el consentimiento
otorgado al Biobanco para su utilizacién, pudiendo solicitar su destruccién o la anonimizaciéon. No
obstante, los efectos de la revocacién no se extenderan a los datos resultantes de las investigaciones que
se hayan llevado a cabo previamente a la misma. Para mayor informacion sobre sus derechos de acceso,
rectificacion, cancelacion y oposicion puede ejercitarlos, si asi lo desea, con la Dra. Soledad Ugarte Sierra.

Hospital Galdakao-Usansolo. B® Labeaga, s/n. Galdakao. Tel: 94.400 70 00

“Protedmica dirigida en la cirugia del cancer géstrico” 213



Anexos

CONSENTIMIENTO PARA LA REALIZACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
Investigador/Responsable clinico: Dra. Soledad Ugarte Sierra

TITULO DEL PROYECTO: CANCER GASTRICO. BIOMARCADORES PROTEICOS Y SUS IMPLICACIONES
EN EL TRATAMIENTO QUIRURGICO

Y Ottt e bbb con DNIL.....coovrviinnnnn, declaro
que he leido la Hoja de Informacién al paciente, de la que se me ha entregado una copia. Se me han
explicado las caracteristicas del estudio, asi como los posibles beneficios y riesgos que puedo esperar, los
derechos que puedo ejercitar, y las previsiones sobre el tratamiento de datos y muestras. He recibido

suficiente informacion sobre el estudio.

Sé que se mantendra en secreto mi identidad y que se identificardn mis muestras con un sistema de
codificacion. Soy libre de revocar mi consentimiento en cualquier momento y por cualquier motivo, sin
tener que dar explicacion y sin que repercuta negativamente sobre cualquier tratamiento médico presente

o futuro.

Yo doy mi consentimiento para que se utilicen mis muestras y los datos asociados como parte de este

proyecto de investigacion. Consiento en participar voluntariamente.

Por la presente afirmo haber sido advertido sobre la posibilidad de recibir informacién relativa a mi salud

derivada de los analisis genéticos (cuando se realicen) que se realicen sobre mi muestra bioldgica.
Yo solicito informacién

Yo no quiero recibir informacion

una vez finalizada la investigacion sobre los resultados del estudio.

Si hubiera excedente de la muestra, afirmo haber sido advertido sobre las opciones de destino al finalizar

el proyecto de investigacion.
En este sentido: Solicito la destruccién de la muestra excedente
Solicito la incorporacion del excedente en el Biobanco Vasco

Fecha .....ccoovvevnnnen. Firma del paciente ..........ccoceeeeevieecie e,

Nombre representante legal:
Relacion con el paciente:

Constato que he explicado las caracteristicas del proyecto de investigacion y las condiciones de

conservacion que se aplicaran a la muestra y a los datos conservados.

Nombre del Investigador o la persona designada para proporcionar la informacion:

“Protedmica dirigida en la cirugia del cancer géstrico” 214



Anexos

CONSENTIMIENTO PARA LA DONACION DE MUESTRAS AL BIOBANCO VASCO PARA LA
INVESTIGACION

Responsable clinico: Dra. Soledad Ugarte Sierra

Yo

He sido informado sobre la posibilidad de transferir y almacenar la muestra junto con la informacion clinica

relacionada al Biobanco Vasco para la Investigacion.

He sido informado sobre la finalidad de la conservacion, el lugar de conservacion, asi como sobre las
garantias de cumplimiento de la legalidad vigente y de la posibilidad de ceder las muestras para futuros
proyectos de investigacion. Se me ha informado que el presente consentimiento sera custodiado en las

instalaciones del Biobanco en el Hospital Galdakao-Usansolo.

Yo DOY mi consentimiento para que el centro sanitario Hospital Galdakao-Usansolo transfiera mis
muestras y los datos de salud relevantes (excepto los que me identifiquen) del drea TUMORES, al

Biobanco Vasco para la Investigacion.

Se me ha advertido sobre la posibilidad de consentir en donar la muestra y los datos asociados de forma

anonimizada:
DESEO QUE LAS MUESTRAS Y DATOS ESTEN ANONIMIZADOS**
DESEO QUE LAS MUESTRAS Y DATOS ESTEN CODIFICADOS*

Se me ha advertido sobre la posibilidad de recibir informacion relativa a mi salud derivada de futuros
andlisis genéticos que pudieran realizarse sobre mi muestra bioldgica (si la muestra se ha donado

codificada y se han obtenido datos genéticos).

Yo solicito informacion

Yo no quiero recibir informacion

Fecha .....ccooevveenenen. Firma del paciente ...............

Fecha r..ocooviieieens Firma representante legal (si procede)....................
Nombre representante legal:
Relacion con el paciente:

Constato que he explicado las caracteristicas de las condiciones de conservacion y seguridad que se

aplicaran a la muestra y a los datos clinicos conservados.
Nombre del clinico responsable Fecha ............c.c......... Firma ..o

*muestra codificada: la muestra se identifica con un nimero que sdlo su médico o el coordinador del Biobanco Vasco
en su hospital podra relacionarla con usted

**muestra anonimizada es aquella no asociada con los datos identificativos
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ANEXO ACLARATORIO

SE GARANTIZA QUE LA REALIZACION DE ESTE PROYECTO, EL TRATAMIENTO, ALMACENAMIENTO Y
UTILIZACION DE LAS MUESTRAS ALMACENADAS EN EL BIOBANCO CUMPLIRAN CON LA NORMATIVA
APLICABLE:

Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter Personal. En observancia a
esta ley los datos de caracter personal recogidos en este estudio pasaran a formar parte de un fichero

automatizado que relne las medidas de seguridad de nivel alto.

Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y

obligaciones en materia de informacion y documentacion clinica

Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica.

¢QUE ES UN BIOBANCO?

Un biobanco es un centro de conservacion, en condiciones adecuadas, de muestras, tejidos, ADN y otros
derivados, que representan un valioso instrumento con destino a la investigacion de enfermedades y que
puede permitir la obtencion de conocimientos que sirvan para el desarrollo de nuevas estrategias y

terapias aplicables a pacientes.

El Biobanco de BIOEF esta constituido en nodos, uno de los cuales esta ubicado en el Hospital Galdakao-

Usansolo, en donde se almacenara y conservara su muestra

Los proyectos de investigacion realizados con las muestras almacenadas en el Biobanco seran aprobados
por un Comité de Etica de la Investigacion, v, si procede, autorizado por la autoridad sanitaria pertinente,

previo vio informe favorable de los comités ético y cientifico externos del biobanco.

Tanto el Biobanco Vasco para la Investigacion, como el investigador al que en un futuro se puedan ceder
las muestras, son son responsables del manejo de los Datos, conforme a la Ley organica 15/1999, de 13
de diciembre, sobre Proteccion de Datos de Caracter Personal. El Hospital Galdakao-Usansolo garantiza

que en ningun caso saldra del centro dato alguno que le identifique personalmente.
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MODELO DE HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE PARA PROYECTOS DE
INVESTIGACION QUE IMPLIQUEN LA UTILIZACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

(Version 02 de julio de 2012)

TITULO DEL PROYECTO: CANCER GASTRICO. BIOMARCADORES PROTEICOS Y SUS IMPLICACIONES
EN EL TRATAMIENTO QUIRURGICO

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dr. Joaquin Losada Rodriguez
Centro/Hospital: Hospital Universitario Cruces ENTIDAD FINANCIADORA: UPV-EHU

DESCRIPCION GENERAL:

Considerando la enfermedad que usted padece, el Dr. Joaquin Losada Rodriguez del Hospital
Universitario de Cruces, le solicita su consentimiento para participar en un estudio del que le
informamos a continuacion. Antes de decidir si quiere participar o no, le rogamos lea detenidamente este
documento que incluye la informacion sobre este proyecto. Puede formular todas las preguntas que le

surjan y solicitar cualquier aclaracion sobre cualquier aspecto del mismo

PROPOSITO DEL ESTUDIO: En la enfermedad que padece, se ha visto que las células afectadas por la
misma sufren una alteracion a nivel genético, que a su vez provoca unas alteraciones en las proteinas

expresadas por esas mismas células.

Este estudio tiene como finalidad principal identificar las alteraciones a nivel proteinico que se dan en el

tejido enfermo frente al sano y sus implicaciones en el tratamiento quirdrgico llevado a cabo.
EXPLICACION DEL ESTUDIO:
No hay contraprestacion econémica de ningun tipo.

MUESTRAS A RECOGER: Como parte de este proyecto aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica de Galdakao /CEIC Euskadi, se le va a extraer una muestra de BIOPSIA Y de SANGRE para
utilizarla con fines de investigacion, con objeto de aumentar los conocimientos sobre la patologia o

proceso objeto de estudio, y desarrollar nuevas estrategias y terapias aplicables a pacientes

SANGRE: La extraccién de sangre no conlleva mas molestias que un simple pinchazo en la vena en el
brazo. A veces, muy raramente, le puede ocasionar un pequeno hematoma o una leve inflamacion que

remitiran en pocos dias.

BIOPSIA La extirpacion de tejido se realiza con fines diagndsticos y terapéuticos, pero frecuentemente no
se estudia toda la muestra sino que, tras realizar los estudios histopatoldgicos de las zonas representativas
de la lesion, se suele destruir el resto del tejido. Con la firma de este consentimiento se le solicita parte de

la muestra excedente para utilizarla en este proyecto
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BENEFICIO Y ATENCION MEDICA: Es probable que no reciba ningin beneficio personal por su
participacion en este estudio. En cualquier caso, los datos recogidos en el mismo podran derivar en un

mayor conocimiento de su enfermedad o condicion objeto de estudio.

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria: Si usted decide no participar recibira todos
los cuidados médicos que pudiera necesitar y su relacion con el equipo médico que le atiende no se vera

afectada.

TRATAMIENTO DE LOS DATOS Y CONFIDENCIALIDAD. Se solicita su consentimiento para la
utilizacion de sus datos y de su muestra para el desarrollo de este proyecto. Tanto los datos
personales (edad, sexo, raza), como los datos de salud, como la muestra para investigacion,
se recogeran empleando un procedimiento de codificacion. Solo el Dr. Joaquin Losada
Rodriguez podra relacionar estos datos con Vd, siendo responsable de custodiar el documento
de consentimiento, garantizando el cumplimiento de su voluntad en relacion al uso de /a

muestra bioldgica que vd. cede para investigacion.

La informacion sera procesada durante el analisis de los resultados obtenidos y aparecera en los informes
finales. En ningun caso sera posible identificarle, garantizandole la confidencialidad de la informacion

obtenida, en cumplimiento de la legislacidn vigente.

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO. Puede revocar en cualquier momento su participacion sin
necesidad de dar explicaciones. En este caso, no se recogeran nuevos datos después del abandono del
estudio. Los derechos de acceso, rectificacion, cancelacién y oposicion puede ejercitarlos ante el Dr.
Joaquin Losada Rodriguez del Hospital Universitario de Cruces, Plaza de Cruces s/n, BaraKaldo,

Teléfono de contacto: 946006341
DESTINO DE LA MUESTRA TRAS SU UTILIZACION EN ESTE PROYECTO DE INVESTIGACION

Una vez finalizada la investigacion, es posible que existan muestras sobrantes. En relacién a las mismas,

se le ofrecen las siguientes opciones:
A. La destruccion de la muestra sobrante.

B. Su utilizaciéon en futuros proyectos relacionados con esta linea de investigacion. A tal fin, se le
ofrece la opcién de donar la muestra excedente al Biobanco Vasco para la Investigacion de la
Fundacion Vasca de Innovacion e Investigacion Sanitaria (BIOEF) con objeto de que pueda ser conservada
y destinada a futuras investigaciones relacionadas con la enfermedad o proceso objeto de estudio. En este
caso, firmara el consentimiento especifico incluido en este documento, que serd custodiado por el
coordinador del BIOBANCO de su Hospital. En dicho consentimiento usted podra escoger si desea que esta
donacion se haga codificada de forma que usted pueda conocer si lo desea los resultados de las
investigaciones que se lleven a cabo, o anonimizada, si usted prefiere que nunca nadie pueda recobrar la

relacion entre sus muestras y su persona.
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ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA EN EL BIOBANCO. Con la firma del consentimiento anexo, Vd.
autoriza al Biobanco Vasco para la Investigacion, al almacenamiento y utilizacion de sus
datos clinicos relevantes, y su muestra, para la realizacion de proyectos de investigacion en

TUMORES.

El clinico responsable de la investigacion entregara al Biobanco los datos clinicos y la muestra, conforme a
su voluntad, para su almacenamiento en las instalaciones del centro hospitalario adscritas al Biobanco, asi
como el documento de consentimiento informado por usted firmado. En el Hospital Universitario de Cruces
se registraran los datos que pudieran relacionarle con las muestras a conservar, empleando un
procedimiento de anonimizacion o disociacion, para garantizar la proteccion de su identidad. Sélo el
Responsable clinico de esta donacion y el coordinador del Biobanco de su Hospital podran relacionar estos
datos con Vd.

La donacién de muestras para investigacion es voluntaria y altruista. Su Unico beneficio es el que
corresponde al avance de la medicina en beneficio de la sociedad. Sus muestras no podran ser objeto
directo de actividades con animo de lucro. No obstante, la informacién generada a partir de los estudios
realizados sobre su muestra podria ser fuente de beneficios comerciales. En tal caso, se pretende que
estos beneficios reviertan en la salud de la poblacién, aunque no de forma individual ni en el donante ni

en sus familiares.

Los resultados de futuros estudios podran ser comunicados en reuniones cientificas, congresos médicos o

publicaciones cientificas. Siempre se mantendra una estricta confidencialidad sobre su identidad.
La donacion de su muestra no supone ningun gasto extra.

La utilizacién de la muestra biolégica para una finalidad distinta a la expresada habra de ser

expresamente autorizada por Vd. en un nuevo documento de consentimiento.

ACCESO A LAS MUESTRAS Y/O LA INFORMACION. Usted tiene derecho a conocer los datos
genéticos clinicamente relevantes que se obtengan a partir del analisis de las muestras donadas, siempre
que asi lo desee y lo solicite.—La informacion que se obtenga podria ser relevante también para sus
familiares. Si fuera este el caso, es decision personal suya informar a dichos familiares -algo que nosotros
le aconsejamos- con el fin de que, si ellos lo desean, puedan ser estudiados y valorar asi cual es su riesgo
personal y sus opciones de salud en un futuro. En todo caso, la muestra estara disponible si usted la

requiere por motivos de salud.

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO. En cualquier momento podrd Vd. revocar el consentimiento
otorgado al Biobanco para su utilizacién, pudiendo solicitar su destruccién o la anonimizaciéon. No
obstante, los efectos de la revocacién no se extenderan a los datos resultantes de las investigaciones que
se hayan llevado a cabo previamente a la misma. Para mayor informacion sobre sus derechos de acceso,
rectificacion, cancelacion y oposicién puede ejercitarlos, si asi lo desea, con el Dr. Joaquin Losada
Rodriguez del Hospital Universitario de Cruces, Plaza de Cruces s/n, BaraKaldo, Teléfono de

contacto: 946006341
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CONSENTIMIENTO PARA LA REALIZACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
Investigador/Responsable clinico: Dr. Joaquin Losada Rodriguez

TITULO DEL PROYECTO: CANCER GASTRICO. BIOMARCADORES PROTEICOS Y SUS IMPLICACIONES
EN EL TRATAMIENTO QUIRURGICO

Y Ottt et e con DNL.....ocooovrviennnnn, declaro
que he leido la Hoja de Informacién al paciente, de la que se me ha entregado una copia. Se me han
explicado las caracteristicas del estudio, asi como los posibles beneficios y riesgos que puedo esperar, los
derechos que puedo ejercitar, y las previsiones sobre el tratamiento de datos y muestras. He recibido

suficiente informacion sobre el estudio.

Sé que se mantendra en secreto mi identidad y que se identificaran mis muestras con un sistema de
codificacion. Soy libre de revocar mi consentimiento en cualquier momento y por cualquier motivo, sin
tener que dar explicacion y sin que repercuta negativamente sobre cualquier tratamiento médico presente
o futuro. Yo doy mi consentimiento para que se utilicen mis muestras y los datos asociados como parte de

este proyecto de investigacion. Consiento en participar voluntariamente.

Por la presente afirmo haber sido advertido sobre la posibilidad de recibir informacién relativa a mi salud

derivada de los analisis genéticos (cuando se realicen) que se realicen sobre mi muestra bioldgica.
Yo solicito informacién

Yo no quiero recibir informacién

una vez finalizada la investigacion sobre los resultados del estudio.

Si hubiera excedente de la muestra, afirmo haber sido advertido sobre las opciones de destino al finalizar

el proyecto de investigacion.
En este sentido: Solicito la destruccion de la muestra excedente
Solicito la incorporacion del excedente en el Biobanco Vasco
Fecha .....ccooovvevnnnen. Firma del paciente ..........cccccvveevveieeicieeenes
Fecha r..oovviiieciees Firma representante legal (si procede)....................
Nombre representante legal:
Relacion con el paciente:

Constato que he explicado las caracteristicas del proyecto de investigacion y las condiciones de

conservacion que se aplicaran a la muestra y a los datos conservados.

Nombre del Investigador o la persona designada para proporcionar la informacion:
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CONSENTIMIENTO PARA LA DONACION DE MUESTRAS AL BIOBANCO VASCO PARA LA
INVESTIGACION

Responsable clinico: el Dr. Joaquin Losada Rodriguez

Yo

He sido informado sobre la posibilidad de transferir y almacenar la muestra junto con la informacion clinica

relacionada al Biobanco Vasco para la Investigacion.

He sido informado sobre la finalidad de la conservacion, el lugar de conservacién, asi como sobre las
garantias de cumplimiento de la legalidad vigente y de la posibilidad de ceder las muestras para futuros
proyectos de investigacion. Se me ha informado que el presente consentimiento sera custodiado en las

instalaciones del Biobanco en el Hospital Universitario de Cruces.

Yo DOY mi consentimiento para que el centro sanitario Hospital Universitario de Cruces transfiera mis
muestras y los datos de salud relevantes (excepto los que me identifiquen) del drea TUMORES, al

Biobanco Vasco para la Investigacion.

Se me ha advertido sobre la posibilidad de consentir en donar la muestra y los datos asociados de forma

anonimizada:
DESEO QUE LAS MUESTRAS Y DATOS ESTEN ANONIMIZADOS**
DESEO QUE LAS MUESTRAS Y DATOS ESTEN CODIFICADOS*

Se me ha advertido sobre la posibilidad de recibir informacion relativa a mi salud derivada de futuros
andlisis genéticos que pudieran realizarse sobre mi muestra bioldgica (si la muestra se ha donado

codificada y se han obtenido datos genéticos).

Yo solicito informacion

Yo no quiero recibir informacion

Fecha .....ccoevveennnen. Firma del paciente ...............

Fecha r..ocovviieeiees Firma representante legal (si procede)....................
Nombre representante legal:
Relacion con el paciente:

Constato que he explicado las caracteristicas de las condiciones de conservacion y seguridad que se

aplicaran a la muestra y a los datos clinicos conservados.
Nombre del clinico responsable Fecha ............c.c.c....... Firma ..o

*muestra codificada: la muestra se identifica con un nimero que sdlo su médico o el coordinador del Biobanco Vasco
en su hospital podra relacionarla con usted

**muestra anonimizada es aquella no asociada con los datos identificativos
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ANEXO ACLARATORIO

SE GARANTIZA QUE LA REALIZACION DE ESTE PROYECTO, EL TRATAMIENTO, ALMACENAMIENTO Y
UTILIZACION DE LAS MUESTRAS ALMACENADAS EN EL BIOBANCO CUMPLIRAN CON LA NORMATIVA
APLICABLE:

Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter Personal. En observancia a
esta ley los datos de caracter personal recogidos en este estudio pasaran a formar parte de un fichero

automatizado que relne las medidas de seguridad de nivel alto.

Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y

obligaciones en materia de informacion y documentacion clinica

Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica.

¢QUE ES UN BIOBANCO?

Un biobanco es un centro de conservacion, en condiciones adecuadas, de muestras, tejidos, ADN y otros
derivados, que representan un valioso instrumento con destino a la investigacion de enfermedades y que
puede permitir la obtencién de conocimientos que sirvan para el desarrollo de nuevas estrategias y

terapias aplicables a pacientes.

El Biobanco de BIOEF esta constituido en nodos, uno de los cuales esta ubicado en el Hospital Galdakao-

Usansolo, en donde se almacenara y conservara su muestra

Los proyectos de investigacion realizados con las muestras almacenadas en el Biobanco seran aprobados
por un Comité de Etica de la Investigacion, v, si procede, autorizado por la autoridad sanitaria pertinente,

previo vio informe favorable de los comités ético y cientifico externos del biobanco.

Tanto el Biobanco Vasco para la Investigacion, como el investigador al que en un futuro se puedan ceder
las muestras, son son responsables del manejo de los Datos, conforme a la Ley organica 15/1999, de 13
de diciembre, sobre Proteccion de Datos de Caracter Personal. El Hospital Universitario de Cruces

garantiza que en ningun caso saldra del centro dato alguno que le identifique personalmente.
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ANEXO C

Esta tesis doctoral se fundamenta en el desarrollo del proyecto EHU11/25 financiado por
la Universidad del Pais Vasco-Euskal Herriko Unibertsitatea en su convocatoria para
ayudas a la investigacion del afio 2011.
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SOLICITUD DE AYUDA A PROYECTOS DE LA CONVOCATORIA
PROYECTOS DE INVESTIGACION UPV/EHU 2011

INVESTIGADOR PRINCIPAL
Apelidos: LOSADA RODRIGUEZ Nombre: JOAQUIN
Departamento: Cirugia, Radiologla y Medicina Fisica
Centro/Facutad: Medikuntza eta Odontologia Fakultatearen Gurutzetako Irakasgunea - Unidad Docente de 13 Facultad de Medicina y
Odontoiogla en Cruces
Telefono contacto: 4598524 IE-mzt [m-msanaoems
PROYECTO
Aflo: 2011
Comgo: EHU11/25
Disciplina UNESCO: 321300 CIRUGIA
|Area de 1a clencla: Clencias 0e |a Salud
Sector ge actvidad: 21 Actvidades Sanitarias y Servicio Social
Duracion (meses): 24
Thulo: CANCER GASTRICO. BIOMARCADORES PROTEICOS Y SUS IMPLICACIONES EN EL TRATAMIENTO
QUIRURGICO
PARTICIPANTES
Cod.Dpto/CIF NOMBRE DEPARTAMENTO / EMPRESA
EMPRESA
DEPARTAMENTO SOLICITANTE 144 Cinugta, Radiologla y Medicina Fisica
PRESUPUESTO
PROYECTOS DE TOTAL
INVESTIGACION UPV/EHU 2011-
Universidad
INMOVILIZADO 0.00 0,00
PERSONAL UPV / EHU 0.00 0.00
PERSONAL CONTRATADO 0,00 0.00
BECARIOS 0.00 0.00
MATERIAL FUNGIELE 8.500.00 8.500.00
SUBCONTRATACION 0,00 0,00
VIAJES Y DIETAS 500,00 500,00
OTROS GASTOS 0.00 0.00
TOTAL 9.000,00 9.000.00
FINANCIACION
TOTAL
ARO 1 4.500,00
ARO 2 4.500,00
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