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Resum

L'habilitat d'identificar de manera prospectiva els
pacients de glioblastoma (GBM) que tindran una millor
o pitjor resposta a la terapia estandard permetria millo-
rar de forma significativa I'optimitzacié dels recursos
terapéutics per a cadascun dels pacients. Emprant
dades d'expressié de microxips de DNA de mostres de
GBM de pacients amb un resultat clinic conegut, hem
identificat una colleccié multigenica de consens (n=38
gens) que s'associava de manera reproduible amb una
supervivencia de dos anys en quatre bases de dades
independents. En aquest treball hem buscat validar
aquest classificador multigeénic emprant metodologies
aplicables a mostres incrustades en parafina d'una
col-leccié independent de mostres de GBM. Es van des-
envolupar assaigs de reacci6 en cadena de la polimera-
sa en temps real (PCR-RT) per a cadascun dels 38 gens.
L'expressié d'aquests 38 gens va ser mesurada en 70
mostres de GBM incrustades en parafina d'arxiu amb
un gradient de diferents resultats clinics. Vint-i-quatre
pacients van sobreviure 2 anys o més mentre que els 46
pacients restants van sobreviure menys de dos anys. Els
valors de delta Ct per a cada gen es van avaluar per RT-
PCR i es van comparar amb el valor mitja de Ct per a 4
gens de control en cada cas. Els resultats demostren
que els valors obtinguts de I'expressié composta d'a-
quest assaig multigénic permetien preveure fidelment
el resultat clinic dels pacients. Una corba ROC incloent
els 38 gens presentava una area, a sota la corba, de
0,98, que indicava una alta sensibilitat/especificitat per
a la prediccié de la supervivencia a 2 anys. Amb |'objec-
tiu de facilitar la utilitzaci6 clinica del nostre classifica-
dor multigénic estem cercant desenvolupar-lo en un
format més adaptat a aquesta tasca. De manera resu-
mida, estem treballant a reduir la complexitat de I'as-
saig basat en 38 assaigs separats a un Unic assaig multi-
plex. S'empraran técniques estadistiques per
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seleccionar aquells gens, de la col-leccié de 38, amb un
major poder predictiu per a la seva inclusié en |'assaig
multiplex. Els resultats presents indiquen que aquest
classificador basat en 38 gens té potencial com a classi-
ficador clinic i el nostre objectiu és el de desenvolupar
un test que sigui practic per a la seva utilitzacié clinica
per saber quins pacients respondran i quins seran refrac-
taris a la terapia estandard del GBM.

Introduccié

Glioblastoma (GBM) és el tumor primari del cervell més
comu en adults, presenta una elevada mortalitat, i els
avencos terapeutics que hi estan relacionats romanen
modestos. Recentment, un assaig clinic en fase Ill ha
demostrat, per primera vegada, en un estudi amb casos
triats a |'atzar, |'eficacia de la quimioterapia per aug-
mentar la supervivéncia global en casos de GBM (1).
Encara que aquestes observacions han fet canviar els
estandards de cura dels pacients amb GBM, és clar que
tan sols una fraccié dels pacients obtenen beneficis
significatius amb aquest tractament, fet que confirma
tant les evidencies recents en el camp molecular com
les d'estudis clinics a llarg termini, que mostren que
existeixen diferents subtipus de GBM tant amb dife-
rents taxes de supervivéncia com comportament al
tractament (2-7). Malgrat aixo, tant el diagnostic com
les estratégies terapeutiques es basen Unicament en
estudis histopatologics, sense tenir marcadors mole-
culars ben validats de la prediccié de supervivéncia ni
de la resposta a la radiacié o a la quimioterapia. Per
progressar cap a la individualitzacié/optimitzacié del
tractament de la GBM, és crucial fer avencos en dues
arees inter-relacionades: 1) desenvolupar marcadors
especifics i sensibles per distingir entre els pacients a
qui funcionara el tractament TMZ-CR i els qul no; i 2)
determinar en els tumors resistents importants altera-
cions moleculars que podrien servir de base per a la
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proxima generacié d'assaigs definits per una hipotesi i
enfocats a pacients per als quals el tractament estan-
dard sol tindria cap o poc efecte.

L'analisi amb microxips de DNA és una font important
de biomarcadors potencials per a Us clinic. No obstant
aixo, el gran nombre de gens investigats comparat al
relativament petit nombre de mostres analitzades té
com a consequiéncia una elevada taxa de falsos desco-
briments en bases de dades individuals (8-9) i per
aquest motiu les generalitzacions realitzades a partir
de microxips amb una Unica base de dades s’han de
fer amb precaucié. A hores d'ara no existeix un con-
sens sobre la identificacié d'un perfil d'expressi6 géni-
ca associat al GBM que sigui valid amb diferents bases
de dades independents. En aquest treball hem realit-
zat una metaanalisi de |'expressié genica amb dades
provinents de diferents institucions per identificar un
predictor multigeénic robust del resultat clinic per al
GBM. Fent un pas més, hem posat a prova aquest pre-
dictor multigénic amb una serie independent de
tumors de GBM, i hem examinat la possibilitat d'utilit-
zar un assaig multiplex per quantificar I'expressié géni-
ca de mostres de GBM fixades en formaldehid i incrus-
tades en parafina (FFPE).

Metodologia

|dentificacié de perfils d'expressié génica associats a la
supervivencia: La metaanalisi es va realitzar emprant 4
bases de dades de GBM microxips de DNA ja publica-
des i que comprenien 110 casos (2-5). Les dades entre
Affimetrix U95Av2 i U133A xips van ser comparades
mapejant amb sondes de seqliencia les dades disponi-
bles amb dues bases de dades. Es van dicotomitzar els
casos en dos grups, segons la supervivencia, entre els
tipics (<2 anys) contraposats als a llarg termini (=>2
anys) (TS versus LTS, respectivament). S'han investigat
diferents aproximacions estadistiques per identificar
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els gens amb la major associacié amb la supervivéncia
incloent un taxa de canvi (ratio de I'expressié mitjana
per TS i LTS) i analisi de significativitat dels microxips
(SAM). Els gens van ser ordenats en funcié del seu grau
de diferencia entre els grups TS i LTS i els 200 primers
gens associats a la supervivéncia van ser emprats per a
les validacions creuades (figura 1) i per a les analisis
portant a la identificacié d'un gen de consens per a la
supervivencia (figura 2).

MGH-Massachusetts General Hospital
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Figura 1

Perfils d'expressi6 geénica predictius de supervivencia de mostres inde-
pendents de GBM.

En proves de validaci6 creuades, hem provat I'habilitat per a identificar
200 gens procedents de tres institucions utilitzable per a predir resul-
tats clinics procedents d'una quarta institucio.

Els resultats demostren que els perfils d'expressié genica associada a
la supervivéncia de la prova en els tres primers grafics mostren una
correlacio estadistica significativa en tots 4 analisis.
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Figura 2

Identificaci6 dels gens de consens de GBM associats als resultats clinics.
A. Superposicié de gens de supervivencia de 4 bases de dades de
microxips de DNA. Els primers 200 gens van ser identificats per a cada
base de dades individualment i el solapament de les 4 llistes van iden-
tificar una col-lecci6 de 38 gens consensuats.

B. Estimaci6 de taxes de falses descobertes utilitzant dades de super-
vivéncia barrejades.

C. Supervivencia d'acord amb el resultat metagenic. Els 38 gens asso-
ciats a supervivéncia van ser usats per a calcular un resultat metage-
nic per cada mostra de GBM.La supervivencia d'acord amb resultat
metagénic es mostra en el tracat de base en vermell versus les mos-
tres remanents en blau.

D. La resposta a la radiacié d'acord amb el resultat metagénic pel sub-
grup de 23 mostres de C en les que les imatges pre i post radioterapia
van ser valides.

Calcul d'un resultat metagenic: Amb |'objectiu de
determinar |'associacié entre el global de I'expressid
genica dels classificador i el resultat clinic del pacient,
hem calculat un Unic resultat metageénic per cada cas
basat en la col-leccié de 38 gens sumant |'expressid
dels valors normalitzats de tots els gens associats amb
una baixa prognosi (n=31) i restant la suma I'expressid
dels valors normalitzats de tots els gens associats a una
bona prognosi (n=7) per cada cas. Aixo dona un Unic
resultat numeric per a cada tumor i llavors cada tumor
és triat en funcié del seu resultat metagenic.
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Figura 3

Validaci6 i optimitzacié
del predictor multigenic.
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Setmanes Gradient del resultat metagénic
Quantitatiu RT-PCR Mesura de |'expressié génic de tei-
xit incrustat en parafina:

Mesures quantitatives de |'expressié génica de gens
potencials indicadors de supervivencia en mostres de
GBM fixades en formaldehid i incrustades en parafina
(FFPE) es van realitzar emprant TagMan quantitativa
amb assaigs de reacci6 en cadena de la trancriptasa-
polimerasa reversa(QRT-PCR). Els valors de DCt per a
cada gen van ser calculats comparant-los amb la mitja-
na dels valors de Ct de 2 gens de control (GAPDH,
GUSB) per a cada cas de tumor. Els valors de QRT-PCR
van realitzar-se emprant una col-leccié de validacié
separada de 70 mostres de FFPE GBM de la UT MD
Anderson Brain Tumor Tissue Bank.

Assaig multiplex d'expressié geénica: L'assaig Multiplex
XPT™-PCR, d'Althea Technologies, Inc. va ser emprat per
quantificar |'expressio genica utilitzant 50 ng d'inicialitza-
dor de RNA. Després dels primers cicles de PCR condu-
its per encebadors especifics, encebadors universals pro-
cedeixen al procés d'amplificacid, reduint la complexitat
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de lareaccié de PCRibloquejant les concentracions rela-
tives dels gens objectiu. Amb |'objectiu de quantificar el
RNA degradat isolat de les mostres de FFPE, la talla del
gen especific amplicon va ser restringit a entre 40-80
parells de bases. Nucleotids separadors de diferents llar-
gades van ser inserits entre la seqliéncia del gen especi-
fic i la seqiiencia universal per variar la llargada del frag-
ment resultant de cada gen amplicon per permetre la
separaci6 del senyal de multiples gens per electroforesi
capil-lar. Els fragments marcats resultants van ser analit-
zats en un Beckman-Coulter GeXP Genetic Analysis d'e-
lectroforesi capil-lar per a la identificacid, quantificacio i
normalitzacié del senyal dels maltiples gens.
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Taula 1
38 gens associats de supervivéncia
GBM consensuats.
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Figura 4
Resultats de I"assaig multiplex.

Conclusions

La metaanalisi de |'expressié génica identifica una
col-leccié multigénica com a essent predictiva de la
supervivencia i de la resposta a la radiacié de casos
recentment diagnosticats de GBM.

La utilitzacié de taxes de canvi per identificar gens asso-
ciats a la supervivencia millora la identificacié de gens
de consens entre multiples institucions comparat al t-
testial SAM.

S'ha realitzat la validacié d'una col-leccié de 38 gens com
a predictors de la supervivencia i de la resposta a la radia-
ci6 emprant assajos de QRT-PCR en mostres indepen-
dents fixades en formaldehid i incrustades en parafina.
Alguns tumors refractaris exhibeixen propietats
d’EMT/angiogénesis, i suggereixen possibles dianes tera-
peutiques per a pacients resistents a la terapia estandard.
La utilitzacié d'un assaig multiplex per a la quantificacié
simultania de |'expressi6 de teixit FFPE és factible i mos-
tra fortes correlacions positives amb les dades d'expres-
si6 del QRT-PCR per a la majoria dels gens provats.
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