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Resumen
En cáncer de pulmón, una de las terapias dirigidas más exitosas, son las que inhiben a los protooncogenes ErbB (especialmente 
a EGFR y a ErbB2). Actualmente se están ensayando la inhibición de estos oncogenes mediante pequeñas moléculas (erlotinib, 
lapatinib, gefitinib) o mediante anticuerpos monoclonales (cetuximab, trastuzumab, pertuzumab) consiguiéndose un éxito relativo 
para tumores metastásicos de célula no pequeña. Interesantemente estas terapias parecen ser más efectivas cuando los oncoge-
nes se encuentran amplificados. Teniendo en cuenta estas consideraciones, el objetivo principal de este trabajo, es la búsqueda 
de regiones cromosómicas amplificadas en cáncer de pulmón que puedan albergar nuevos oncogenes, que nos ayuden a profun-
dizar en el conocimiento del cáncer y sobre los que podamos desarrollar futuros fármacos que sirvan como terapias dirigidas. Para 
tal propósito hemos combinado dos tipos de plataformas de análisis masivo de información genética: microarrays de hibridación 
genómica comparada (CGH) y microarrays de expresión para analizar el genoma de 8 líneas celulares de cáncer de pulmón. Se 
comparó directamente el número de copias de ADN y los niveles de expresión de ARNm de más de 8000 genes para identificar 
nuevos oncogenes amplificados funcionalmente. La línea celular Calu3 que contiene una amplificación cromosómica conocida 
de ErbB2, en la región 17q12, se utilizó como control positivo. Además de confirmar la amplificación en 17q en las células Calu3, 
nuestros datos revelaron claramente la presencia de cuatro amplicones independientes en los cromosomas 5p13, 6p21, 11q13 , 
19q13 y en la mayoría de los casos de forma concomitante con un aumento en la expresión génica. Ensayos de fluorescencia in 
situ (FISH) en las líneas celulares confirmaron la presencia de amplificación génica (más de 10 copias) en estas regiones cromo-
sómicas. Además de las líneas celulares, la presencia y la frecuencia de las alteraciones se evaluó adicionalmente en 26 tumores 
primarios de pulmón mediante FISH. Nuestros resultados mostraron una recurrencia en la amplificación cromosómica en tumores 
primarios: 8 % (en la región cromosómica 5p12), 4 % (6p21 ), 4 % (11q13.2 ), 2 % (17q12 ) y 2 % (19q13). Un análisis más de-
tallado de los genes contenidos en estas regiones revelaron posibles candidatos a ser nuevos oncogenes en cáncer de pulmón.
En conjunto, estos los datos sugieren que estas regiones cromosómicas de ampliación pueden albergar posibles oncogenes 
implicados en la carcinogénesis pulmonar sobre los cuales se podría diseñar de nuevos fármacos de utilidad terapéutica.

Palabras clave: protooncogenes ErbB, cáncer de pulmón, dianas terapéuticas.

Abstract 
In lung cancer, one of the most successful targeted therapies are those that inhibit ErbB protooncogenes (especially EGFR and 
ErbB2). Are currently being tested inhibition of these oncogenes by small molecules (erlotinib, lapatinib, gefitinib) or monoclonal 
antibodies (cetuximab, trastuzumab, pertuzumab) achieving relative success for metastatic tumors of non- small cell. Interestingly, 
these therapies are most effective when these oncogenes are amplified. Given these considerations, the main aim of this work is 
the search for chromosomal regions amplified in lung cancer that can accommodate new oncogenes, to help us deepen knowled-
ge about cancer and future drugs that we develop to serve as targeted therapies.
To search for chromosomal regions that could harbour new oncogenes amplified in lung tumors we have performed high-resolution 
CGH (Comparative Genome Hybridization), analysis on cDNA microarrays in 8 lung cancer cell lines. We directly compared DNA 
copy number and mRNA expression levels of over 8000 genes to identify novel amplicons and the candidate oncogenes that are 
targeted. The Calu-3 cells that carry gene amplification at the 17q12 region, a previously reported and well known amplicon that 
targets the ErbB2 oncogene, was included in the study as a positive control. In addition of confirming the amplification at 17q in 
the Calu-3 cells, our data clearly unveiled the presence of four independent amplicons at chromosomes 5p13, 6p21, 11q13, and 
19q13, in most cases concomitantly with an increase in gene expression. FISH analysis in the cell lines confirmed the presence 
of gene amplification (more than 10 copies) at these regions. In addition to cell lines, the presence and frequency of the alterations 
was further evaluated in 26 lung primary tumors by FISH analysis. Our results showed that the frequency of amplification at these re-
gions in the primary tumors was as follows: 8% (at chromosome 5p12), 4% (at chromosome 6p21), 4%(at chromosome 11q13.2), 
2% (at chromosome 17q12) y 2% (at chromosome 19q13). Further analysis of the genes in these regions revealed potential candi-
dates for new oncogenes in lung cancer. Taken together, the data suggests that these amplicons may harbour potential oncogenes 
implicated in lung carcinogénesis that could be used for drug targeting. Overall, our results illustrate how the amplification provides 
a powerful approach to highlight genes with an important role in cancer.

Keywords: ErbB protooncogenes, lung cancer, therapeutic targets.
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Introducción

Oncogenes, amplificación génica y fármacos para 
terapias dirigidas.
Tal y como se ha mostrado en apartados anteriores, de 
una forma general, los genes importantes en cáncer pue-
den dividirse en dos tipos: genes supresores tumorales, 
que controlan negativamente el crecimiento tumoral y los 
oncogenes, que promueven el crecimiento tumoral. Por 
ello, y como parte del desarrollo tumoral, las células ad-
quieren de forma selectiva una pérdida de función de 
los genes supresores tumorales y una adquisición de 
oncogenes (mediante la conversión de sus precursores 
naturales, los proto-oncogenes).

Los genes supresores tumorales pueden perder su fun-
ción mediante los siguientes mecanismos:

1) La pérdida completa de sus regiones codificantes,
2) La adquisición de mutaciones inactivadoras.
3) La represión transcripcional (por ejemplo, mediante 
hipermetilación de su promotor). 

Por otra parte, un proto-oncogén puede transformarse en 
un oncogén, mediante varios mecanismos (Figura I1):

1) Creación de proteínas funcionalmente diferentes: por 
la adquisición de mutaciones activadoras (los protoon-
cogenes ras se activan permanentemente mediante mu-
taciones puntuales), o bien, mediante la formación de 
quimeras oncogénicas mediante fusión génica (la fusión 
de los genes c-abl y bcr origina un oncogén en la leuce-
mia mieloide crónica).
2) Sobreexpresión asociada a la amplificación génica 
(n-myc en neuroblastomas) o a translocaciones (c-myc 
en los linfomas de Burkitts, suele translocarse cerca del 
promotor del gen de la cadena pesada de las inmunog-
lobulinas, lo que aumenta su expresión).

Tanto supresores tumorales como oncogenes son ob-
jeto de estudio por parte de la terapia anti-oncogénica 
actual. Las terapias dirigidas, son las destinadas a afec-
tar exclusivamente la proliferación tumoral, preferibles 
frente a las terapias tradicionales, que interfieren en el 
crecimiento de las células que se dividen rápidamente 
tumorales o no.

Con la tecnología actual, es más exitoso suprimir el efec-
to de oncogenes que recuperar la pérdida de función de 
los supresores, por lo que las terapias dirigidas que es-
tán surgiendo actúan inhibiendo oncogenes. El ejemplo 
más representativo de terapia dirigida se trata del imatinib 
mesylate, una pequeña molécula capaz de inhibir a la 
quinasa oncogénica abl-bcr propia de la leucemia mie-
loide crónica. Así, el tratamiento con imatinib mesylate es 
capaz de provocar una remisión citogenética completa 
en cerca del 90% de los pacientes de leucemia mieloi-
de crónica tras 15 meses de tratamiento (Deininger and 
Druker 2003).

A día de hoy no existen muchas terapias dirigidas en el 
cáncer de pulmón, y hasta hora solo se han mostrado 
efectivas las que las que tratan de reducir los efectos 
cancerígenos de los oncogenes, más que recuperar 
el efecto de los genes supresores. En cáncer de pul-
món, una de las terapias dirigidas más exitosas, son las 
que inhiben a los protooncogenes ErbB (especialmen-
te a EGFR y a ErbB2/Her2) que se encuentran sobre 
expresados en alrededor del 10% de tumores prima-
rios (Grob, Kannengiesser et al. 2012). Actualmente 
se están ensayando la inhibición de estos oncogenes 
mediante pequeñas moléculas (erlotinib, lapatinib, gefi-
tinib) o mediante anticuerpos monoclonales (cetuximab, 
trastuzumab, pertuzumab) consiguiéndose un éxito re-
lativo para tumores metastásicos de célula no peque-
ña (Swanton, Futreal et al. 2006; Bruheim, Sandvold et 
al. 2013). Ha de resaltarse que estas terapias son más 

Figura I1: Transformación de proto-oncogenes en oncogenes: Los proto-oncogenes pueden transformarse en oncogenes mediante la adquisición de mutaciones que 
les haga funcionalmente diferentes o mediante un aumento de la expresión.
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efectivas cuando los oncogenes se encuentran amplifi-
cados (Cappuzzo, Varella-Garcia et al. 2005; Tsao, Sa-
kurada et al. 2005).

Amplificación génica y cáncer
La amplificación génica, es un proceso mediante el cual 
aumenta el número de copias de una región cromosó-
mica de forma diferencial al resto del genoma. Original-
mente se identificó como un mecanismo por el cual algu-
nas líneas celulares adquirían resistencia a compuestos 
inhibidores del crecimiento (Alt, Kellems et al. 1978). En 
cáncer se observó por primera vez en los genes myc, a 
comienzos de la década de los ochenta (Dalla-Favera, 
Wong-Staal et al. 1982). En principio, se pensó que se 
trataba de una excepción, aunque posteriormente la lista 
de genes amplificados en tumores (sobretodo sólidos) y 
en líneas celulares ha ido aumentando.

En el caso concreto del cáncer de pulmón se han iden-
tificado como principales genes alterados por amplifica-
ción, los genes de la familia myc (especialmente c-myc y 
l-myc) y los genes de la familia ErbB (Erbb2 y EGFR) con 
frecuencias inferiores al 10%.

Hasta la fecha, la técnica más empleada para la detec-
ción de los cambios en el número de copias de ADN a 
lo largo de todo el genoma, ha sido la Hibridación Ge-
nómica Comparada (CGH), desarrollada en 1992. Dicha 
técnica compara el número de copias de ADN de dos 
muestras distintas que previamente se han marcado con 
fluorocromos diferentes. Por ejemplo, el ADN tumoral, 
marcado en verde y el ADN normal, marcado en rojo. 
Ambos ADNs se mezclan en cantidades equimolares y 
se realiza una hibridación in situ competitiva sobre cro-
mosomas metafásicos normales. Cuando no existen al-
teraciones en el número de copias del ADN, la cantidad 
de ADN marcado en rojo y verde es la misma, por lo que 
el resultado final aparece en amarillo (mezcla 1:1 de rojo 
y verde). Por el contrario, si el tumor contiene ganancia 
de material genético en determinadas regiones, la hibri-
dación de esa zona resultará en una mayor proporción 
de fluorocromo del tumor (verde). Por el contrario, si el 
tumor contiene una deleción (pérdida), la región delecio-
nada del tumor aparecerá en rojo. La CGH permite, por 
tanto, la detección de ganancia y pérdidas de regiones 
cromosómicas en todo el genoma del tumor y se ha apli-
cado extensamente durante los últimos años a los más 
diversos tipos de tumores, mostrando su gran utilidad 
en la búsqueda de regiones cromosómicas con altera-
ción en el número de copias. Sin embargo presenta el 
inconveniente de tener una resolución limitada ya que es 
incapaz de detectar alteraciones que abarquen menos 
de 7-10 Mb.

En los últimos años se ha podido aumentar la reso-
lución de esta técnica mediante la utilización de los 
microarrays de CGH, que combinan la tecnología de 

análisis masivo de los microarrays (Pinkel, Segraves et 
al. 1998), la técnicas de hibridación comparada de la 
CGH y los datos de secuencias y posiciones aporta-
dos por el Proyecto Genoma Humano. De esta forma, 
los microarrays de CGH se utilizan para comparar ma-
sivamente secuencias concretas de ADN de muestras 
diferentes de las que se conoce su posición exacta en 
el genoma. Esto posibilita una mayor resolución, tan 
sólo limitada por el número de secuencias impresas en 
el microarray y la distancia genómica que existe entre 
ellas. Así, pueden alcanzarse resoluciones entorno a la 
0,5 Mb. En principio, como plataforma para los microa-
rrays de CGH, se ha estado utilizando matriz de ADNc 
(Pollack, Perou et al. 1999), aunque actualmente están 
emergiendo las matrices de ADN desarrolladas ex pro-
feso para dicha técnica.

Objetivos

A pesar de los avances actuales, el cáncer de pulmón 
es la primera causa de muerte por cáncer en nuestro 
país. Actualmente no existen terapias eficaces que logren 
disminuir la mortalidad de este tipo tumoral y menos del 
12,5% de los pacientes españoles logran sobrevivir cin-
co años tras su diagnóstico. Es necesario aumentar los 
esfuerzos para comprender los mecanismos que con-
tribuyen a la aparición y evolución del cáncer pulmonar, 
con el fin que puedan repercutir efectivamente sobre los 
pacientes.

El análisis masivo genómico se ha mostrado como una 
herramienta capaz de ayudar a la comprensión del pro-
ceso carcinogénico y como una herramienta útil para la 
selección de dianas terapéuticas que pueden ayudar al 
diseño de fármacos.

Las terapias dirigidas son las destinadas a afectar pri-
mordialmente la proliferación tumoral. Son preferibles 
frente a las terapias convencionales, que interfieren en 
el crecimiento de las células que se dividen rápidamente 
tumorales o no, siendo en principio más efectivas y con 
menos efectos secundarios.

En cáncer de pulmón, una de las terapias dirigidas más 
exitosas, son las que inhiben a los protooncogenes ErbB 
(erlotinib, lapatinib, gefitinib, cetuximab, trastuzumab, 
pertuzumab, etc) que se encuentran sobre-expresados 
con cierta frecuencia en tumores primarios. Como se 
mencionó en la introducción, estas terapias son más 
efectivas cuando los oncogenes se encuentran ampli-
ficados genéticamente. Teniendo en cuenta estas con-
sideraciones, el objetivo principal de este trabajo, es la 
búsqueda de regiones cromosómicas amplificadas en 
cáncer de pulmón que puedan albergar nuevos onco-
genes, que nos ayuden a profundizar en el conocimiento 
del cáncer y sobre los que podamos desarrollar futuros 
fármacos que sirvan como terapias dirigidas.
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Materiales y métodos

Microarrays de ADNc de expresión
Por microarrays de ADNc se conoce a una técnica de 
análisis masivo de expresión génica que utiliza como 
soporte un vidrio en donde se han depositado una 
matriz de puntos que contienen secuencias de ADNc 
conocidas. En los microarrays de expresión se com-
paran dos ARN de diferente procedencia. Para ello el 
ARN se retrotranscribe a ADNc y se marcan con fluo-
rocromos diferentes, por ejemplo, rojo (Cy5) y verde 
(Cy3). Posteriormente ambos ADNc marcados se hi-
bridan de forma competitiva sobre el portaobjetos que 
contiene la matriz de ADNc, se lava y se recoge la 
fluorescencia mediante un escáner. Las intensidades 
de fluorescencia recogidas en el canal rojo serán pro-
porcionales al ARN inicial que habíamos marcado en 
rojo, e igualmente para el verde. De esta forma pueden 
compararse miles de trascritos de ARN diferentes a 
la vez, tantos como puntos de secuencias diferentes 
haya en el microarray.

El OncoChip es un microarray de ADNc que especial-
mente ha sido diseñado que contenga genes implicados 
en el cáncer. Incluye un núcleo central de 2.489 genes 
relevantes en el cáncer junto con otros genes implicados 
en la respuesta a drogas, genes específicos de tejido y 
genes control hasta sumar un total de 6386 genes.

En el presente estudio (Figura M1), para realizar los en-
sayos de microarrays de expresión se partió 35 μg de 
ARN total. En un primer paso, el ARN se retrotranscribió 
y marcó usando el enzima “Superscript II ARN-Hase Re-
verse Transcriptase” (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Se 
utilizó el fluorocromo Cy3-dUTP (verde) para marcar de 
un ARN refrente comercial (Unniveral Human Referente 
RNA, Stratagene) y Cy5-dUTP (rojo) para marcar el ARN 
de las líneas celulares problema. Los ADNc se purifica-
ron mediante “CyScribe GFX purification kit” (Amersham 
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA). Posterior-
mente se combinaron los ADNc control y problema, se 
añadió el bloqueante “Human Cot 1 DNA” (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) y se precipitaron con etanol.

A continuación el cDNA marcado se desnaturalizó y se 
hibridó en el cristal utilizando como tampón de hibrida-
ción “Slide Hyb#1” (Ambion, Austin, Tx, USA). Se incubó 
17h a 55oC. Finalmente, el cristal se lavó y se escaneó 
utilizando Scanarray 5000 XL (GSI Lumonics Kanata, 
Ontario, Canada).

Las imágenes escaneadas se cuantificaron y normali-
zaron con el programa GenePix (Axon instruments Inc., 
Union City, CA, USA) y los datos para el estudio se ex-
trajeron con la ayuda del paquete bioinformático: (http://
gepas.bioinfo.cnio.es/cgi-bin/preprocess) (Herrero, Al-
Shahrour et al. 2003).

Figura M1: Desarrollo de un Microarray de Expresión.
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Microarrays de hibridación genómica 
comparativa (CGH)
Los microarrays de CGH se utilizan para comparar ma-
sivamente secuencias concretas de ADN de posición 
genómica conocida de muestras diferentes. La plata-
forma de estos microarrays puede ser igual a los de 
expresión, es decir ADNc, aunque existen microarrays 
específicos que se están desarrollando ex profeso para 
dicha técnica y contienen secuencias de ADN. En el 
presente trabajo se utilizó la misma plataforma para los 
microarrays de expresión y CGH (OncoChip). El desa-
rrollo experimental es similar al descrito anteriormente 
en los microarrays de expresión con la salvedad de 
que se utiliza ADN, en lugar de ARN retrotranscrito a 
ADNc (Figura M2).

Inicialmente, se crecieron las líneas celulares de cáncer de 
pulmón: Calu3, H23, A427, H441, A522, A549, H1299 y 
H2126 bajo las condiciones recomendadas, y se les ex-
trajo el ADN por procedimientos convencionales. Como 
ADN control, se utilizó el extraído de linfocitos sanguíneos 
a cinco individuos sanos. Ambos tipos de ADN se frac-
cionaron mediante digestión con los enzimas Alu I y Rsa I. 
Más adelante, se purificaron y se marcaron los fragmentos 
con los fluorocromos Cy3 (ADN normal) y Cy5 (ADN tumo-
ral) utilizando “Bioprime Labeling Kit (GIBCO-BRL, Grand 
Island, NY, USA). Los procesos posteriores de hibridación 
y extracción de datos son similares a los descritos ante-
riormente para microarrays de expresión. Como software 
especifico se utilizó el “CGH Explorer” v2.44 (http://www.
ifi.uio.no/forskning/grupper/bioinf/Papers/CGH/).

Figura M2: Metodología utilizada para la búsqueda de regiones amplificadas en cáncer de pulmón.
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Hibridación Fluorescente in situ (FISH)
En esta técnica se utiliza una sonda específica marcada 
fluorescentemente para localizar una región determinada 
de ADN en el genoma celular (ya sea en el núcleo inter-
fásico o en metafase). Las aplicaciones de esta técnica 
son variadas, puede utilizarse tanto para localizar la po-
sición de un determinado gen, como para caracterizar 
aberraciones cromosómicas de cariotipos. En el pre-
sente estudio, se utilizó para validar las amplificaciones 
génicas que previamente se habían hallado mediante el 
microarray de CGH.

Preparación de las sondas fluorescentes específicas:
Se utilizaron dos tipos de sondas: sondas específicas si-
tuadas en el núcleo de los amplicones hallados mediante 
los microarrays de CGH y sondas control centoméricas, o 
de regiones del mismo cromosoma no amplificadas. Las 
sondas se elaboraron a partir de ADN específico extraído 
de cromosomas artificiales bacterianos (BACs) obtenidos 
de Invitrogen (CA, USA) o de BACPAC Resource Center 
(BPRC) del Children’s Hospital Oakland Research (Institute 
in Oakland, CA, USA; Tabla M3). Para constituir la sonda, 
cuando fue posible, se utilizaron varios BACs solapantes 
con el fin de mejorar la eficacia y especificidad del ensayo. 
Cada una de las sondas BACs se validaron por separa-
do sobre metafases de células normales comprobándo-
se que hibridaban en la posición cromosómica indicada. 
Una vez purificados los BACs, tras su amplificación y ex-
tracción a partir de células de E.coli, se utilizó el “CGH 
translation KIT” (Vysis. Inc., Downers Grove, IL, USA) para 
marcar 10μg de cada sonda. El marcaje para las son-
das control fue en verde (con dUTP-Cy3) y las sondas del 
amplicón se marcaron en rojo (con dUTP-Cy5), siguiendo 
las indicaciones del proveedor. Posteriormente se purifi-

có el ADN, se añadió 20μg de bloqueante Human Cot 1 
ADN (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y precipitó el ADN. 
Finalmente se resuspendió en tampón de hibridación LSI/
WCP “ (Vysis. Inc., Downers Grove, IL, USA).

Hibridación
La hibridación se realizó sobre un portaobjetos, donde 
se habían depositado núcleos de las líneas celulares es-
tudiadas, o en el caso de tumores, sobre microarrays 
de tejidos (TMA, del inglés Tissue Microarray). Los por-
taobjetos, se deshidrataron con etanol y sobre ellos se 
depositó una mezcla que contenía: 1.5μl de la soda del 
amplicón (marcada en rojo), 1.5μl de la sonda control 
(marcada en verde) y 7μl tampón de hibridación LSI/WCP 
(Vysis. Inc., Downers Grove, IL, USA). Posteriormente el 
ADN se desnaturalizó a 72oC durante 2 minutos, y se 
incubó 16h a 37oC en una cámara húmeda. Finalmente, 
se lavó el portaobjetos y se tiñó con DAPI para su visua-
lización en un microscopio de fluorescencia.

Creación de matrices titulares 
(tissue microarray, TMA).
La hibridación fluorescene in situ sobre los tumores pri-
marios se realizó sobre una matriz tisular que contenía 
secciones de tejidos tumorales seleccionados de dife-
rentes pacientes de cáncer de pulmón (tissue microa-
rray, TMA).

Los TMA facilitan un análisis masivo de diferentes tejidos 
pulmonares mediante diversas técnicas entre las que 
se incluyen las de inmunohistoquímica o, como en este 
caso, de hibridación fluorescente in situ.

La construcción de los TMA (Figura M5), puede resu-
mirse en los siguientes apartados:

1. Selección del material: selección de las preparacio-
nes histológicas y bloques de parafina que
continen embebidos los tumores pulmonares de interés.
2. Selección de la zona a pinchar dentro del bloque 
donante.
3. Diseño de la plantilla del TMA, mediante un progra-
ma informático, en la cual existe una
serie de duplicados y de controles como control de ca-
lidad del ensayo.
4. Realización del bloque receptor: pinchando su-
cesivamente los bloques donantes en las zonas previa-
mente seleccionadas, guiándonos por el diseño prede-
terminado de la plantilla, para posteriormente introducir 
los cilindros en el bloque receptor, que poco a poco se 
convierte en una matriz que contiene secciones tumora-
les representativas de una muestra de
pacientes con cáncer de pulmón.

PCR cuantitativa (qPCR).
En el presente estudio se utilizó la reacción en cadena 
de la polimerasa cuantitativa (qPCR) sobre ADN y sobre 
ARN con el fin de corroborar los datos obtenidos en los 

Tabla M3: Cromosomas artificiales bacterianos utilizados para construir sondas 
fluorescentes específicas.

BAC	 GENES	 POSICIÓN

CTD-3092E20	 NUP155, WDR70	 5p13.2

RP11-52A1	 CPNE5, PPIL1	 6P21.1

RP11-170N22	 CPNE5, PPIL1	 6P21.1

RP11-58G14	 PPIL1, PI16, FGD2	 6P21.1

RP4-625H18	 ID4	 6P22.3

RP11-715F10	 AIP, CDK2AP2, GSTP1, CABP2	 11q13.2

CTD-2530J15	 CLCF1, RAD9, PPP1CA, RPS6KB2, PTPPRCAP,	 11q13.2	
	 CORO1B, CABP4, AIP, CDK2AP2, GSTP1, CABP2

RP11-65L1	 FCHSD2	 11q13.4

RP11-800A3	 P2RY2, P2RY6, ARHGEF17	 11q13.4

RP11-933G1	 P2RY2, P2RY6, ARHGEF17, TNFRSF19C, D87470	 11q13.4

	 RUVBL2, LHB, CAGB, CGB1, CGB2, CGB5, CGB8,	
RP11-123C1	 CGB2, CGB7, NTF5, KCNA7, SNRP70, LIN7B,	 19q13.3
	 PPFIA3, HRC, TRPM4

	 RUVBL2, LHB, CAGB, CGB1, CGB2, CGB5, CGB8,	
RP11-591H17	 CGB2, CGB7, NTF5, KCNA7, SNRP70, LIN7B,	 19q13.3
	 PPFIA3, HRC, TRPM4

	 SONDAS DE CONTROL

	 RP11-20606	 19p11-19p11

	 RP11-277K21	 6q12

	 RP11-12C1	 11q11.2

	 RP11-91I22	 5q11.2
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microarrays de CGH y de expresión respectivamente. El 
ADN se extrajo de las líneas celulares y de los tumores 
primarios, utilizando el DNeasy Blood & Tissue Kit (Qia-
gen Inc., Valencia, CA) siguiendo el protocolo del pro-
veedor. De forma similar, el ARN se extrajo de las líneas 
celulares usando “RNeasy kit” (Qiagen Inc., Valencia, 
CA). Los tumores, sin embargo, se trataron con Trizol 
(Life Technologies, Inc., Grand Island, NY, USA) antes 
de usar el RNeasy kit. Durante el proceso se usó la nu-
cleasa “RNAse-free DNAse I” (Qiagen Inc., Valencia, CA, 
USA) para eliminar posibles interferencias con el ADN. 
Para comprobar que el ARN no había sufrido degrada-
ción durante el proceso de extracción se realizó una 
electroforesis con 1μg del ARN obtenido.

La reacción de retrotranscipción (RT) se realizó a partir de 
1μg de ARN utilizando el kit “Reverse Transcription Sys-
tem” (Promega, WI, USA) basado en las propiedades del 
enzima AMV-retrotranscriptasa. Para estas reacciones 
se utilizaron como cebadores hexámeros aleatorios (en 
tumores primarios) y oligo-dT (en líneas celulares).

Las reacciones de qPCR se realizaron a partir de 25ng 
de producto total utilizando “The SYBR® Green PCR 
Master Mix” (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) y 
cebadores específicos para los genes. Las condiciones 
de PCR fueron: 2 min a 50oC, 10 min a 95 °C y 40 ci-
clos de amplification (95°C durante 15 segundos y 60°C 
durante 30 segundos). La proteína gliceraldehído-3-fos-
fato-deshidrogenasa (GAPDH) se utilizó para normalizar 
las variaciones de las cantidades del ADNc de partida.

La evolución de la PCR se siguió con un sistema detec-
tor de secuencias ABI Prism 7700. Una vez obtenidas 
las curvas de amplificación la cuantificación se realizó si-
guiendo una curva estandar de amplificación o mediante 
el método ΔCt.

Resultados

La amplificación génica es uno de los mecanismos de 
activación de proto-oncogenes en los tumores. De entre 
los genes comúnmente amplificados en cáncer se en-
cuentran myc y ErbB2, cuyo incremento en el número 
de copias en el ADN se asocia a elevados niveles de ex-
presión génica y constituye un mecanismo de activación 
oncogénica de varios tipos de cáncer. Los microarrays 
de CGH (Comparative Genome Hybridization), que per-
miten el análisis global y cuantitativo del número de co-
pias de un genoma, pueden utilizarse como herramien-
tas para determinar con gran resolución los cambios que 
se producen en la dotación génica de una línea celular 
tumoral al compararla con un ADN genómico control. 
Distintos trabajos han demostrado la viabilidad de utili-
zar plataformas de microarrays de ADNc convencionales 
para estudiar las alteraciones en el número de copias del 
ADN genómico en células tumorales. Por ello, otro de 

los objetivos del presente trabajo fue la identificación de 
nuevas regiones amplificadas en líneas celulares de tu-
mores pulmonares que alberguen oncogenes potencial-
mente relevantes para el desarrollo de este tipo de cán-
cer. Para identificar regiones amplificadas se estudiaron 
las ocho líneas celulares de cáncer de pulmón: Calu3, 
H23, A427, H441, H522, A549, H1299 y H2126. Tanto 
el análisis de las alteraciones en el número de copias 
del ADN genómico como los cambios en los perfiles de 
expresión se llevaron a cabo utilizando como plataformas 
los microarrays de ADNc (Oncochip).

Para el análisis del número de copias del genoma, el 
ADN de las líneas celulares se hibridó competitivamente 
contra el ADN extraído de sangre periférica de individuos 
normales. Por otra parte, para el análisis de expresión 
global el ARN total de las líneas celulares se comparó 
un ARN de referencia (Universal Human Reference ARN, 
Stratagene). Debido a que la aplicación de la técnica de 
microarrays de CGH a la búsqueda de amplificaciones 
es relativamente reciente (Pollack, Perou et al. 1999) se 
decidió validar su eficacia incluyendo en el análisis una 
línea celular que presentaba un amplicón bien caracte-
rizado en el brazo largo del cromosoma 17 (17q12-13), 
que probablemente tiene como diana el oncogén ErbB2. 
La amplificación del proto- oncogén ErbB2 se describió 
por primera vez en la línea celular Calu-3 a finales de los 
ochenta (Fukumoto, Shevrin et al. 1988). Estudios más 
recientes han estimado la media de copias por célula 
de ErbB2 en 30, pudiendo llegar hasta 64 copias/célu-
la; (Bunn, Helfrich et al. 2001). Los resultados globales 
obtenidos en relación al número de copias del ADN ge-
nómico mostraron de forma inequívoca la presencia de 
un incremento del número de copias del oncogén ErbB2 
(Figura R1) y genes adyacentes de la posición cromosó-
mica 17q12 en la línea celular Calu-3 (Figura R2 y R3).

En este estudio, la amplificación de ErbB2 fue exclusiva 
de la línea celular Calu3 y no se encontró en las restan-
tes líneas celulares (Figura R2). El análisis permitió de-
terminar que el amplicón comprende aproximadamente 
5Mb (concretamente la región que va desde 31,9Mb a 
36,9Mb). Dicha región contiene 140 genes según la in-
formación actual que existe sobre el mapa genómico.

Figura R1: Detalle de los resultados de la hibridación competitiva entre el ADN 
de individuos normales y el de la línea Calu3. El punto señalado corresponde al 
gen ErbB2.

ADN normal-Cy3 Calu3 ADN-Cy5 Calu3 ADN-Cy5

ErbB2 ErbB2 ErbB2
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Figura R2: Tabla de los valores obtenidos a partir de los microarrays de CGH para el amplicón 17q12 en las ocho líneas celulares analizadas. Datos expresados en 
Log2 (Medianas Cy5/Cy3). Resaltado en verde oscuro los valores >1 y en verde claro los 0.5-1. En azul, se presentan de igual forma los valores de microarrays de 
ADNc de la línea Calu3.

En la figura R3 se muestra una representación del nú-
mero de copias del ADN junto los niveles correspondien-
tes de expresión de los genes incluidos en el Oncohip 
para todo el cromosoma 17 en la línea Calu3. Es impor-
tante destacar la correlación existente entre amplificación 
génica y la sobreexpresión de la mayoría de los genes 
contenidos en la región (Figura R2 y R3), hecho que 
no sucede en todos los amplicones. La amplificación de 
17q12 se corroboró con la técnica de FISH (hibridación 
fluorescente in situ), utilizando para ello una sonda de 
ErbB2 (marcada en rojo) sobre el ADN total (teñido en 
azul con DAPI) de la línea Calu3 (Figura R4). Como con-
trol se utilizó una sonda centromérica marcada en verde 
que detectó la presencia de tres cromosomas que por-
taban el centrómeros del cromosoma 17. En los núcleos 
interfásicos se observó un número de copias para el 
gen ErbB2 superior a 25. En los núcleos metafásicos se 
observaba un cromosoma 17 con una morfología típica 
(submetacéntrica) y dosis génica de ErbB2 normal (situa-
do en el centro derecha, Figura R4) y dos cromosomas 
telocéntricos aberrantes que presentan amplificación gé-
nica de ErbB2.

Una vez validado el sistema y, en base a los parámetros 
proporcionados por el control, se analizó la presencia 

de amplicones en el resto de las líneas celulares, utili-
zando los siguientes criterios de selección: a) regiones 
que contengan genes cuyo valor Log2 (Medianas Cy5/
Cy3) fuera mayor a 1 y b) incremento del Log2 (Medianas 
Cy5/Cy3) superior a 0,5 en al menos cuatro genes adya-
centes al anterior. Aplicando estos criterios se seleccio-
naron las siguientes regiones cromosómicas: 5p13 en la 
línea H23; 6p21 y 6p23 en la línea H522; 11q13.2 en las 
líneas H23 y H441 y 11q13.4 en las líneas H23, A427 y 
H441 y, finalmente, 19q13 en la línea H2126. En la figura 
R5 se representan los valores de CGH referentes a todo 
el genoma de algunas de las líneas celulares estudiadas.

Análisis de la región amplificada 
en el cromosoma 5p13.
El amplicón 5p13 fue identificado en la línea celular H23 y 
abarca aproximadamente 7Mb (desde la posición 34 a la 
41Mb; Figura R6). Dicha región contiene alrededor de 50 
genes según el mapa actual del genoma humano. Los 
datos aportados por los microarrays de expresión, mos-
traron que esta amplificación génica no se traducía en un 
claro aumento de expresión génica, al menos para aque-
llos genes contenidos en el Oncochip. Es posible que 
valores relativos de sobreexpresión de menor magnitud 
o que alguno de los genes no incluidos en el Oncochip 



27Medicina Balear 2018; 33 (2); 19-33 

Datos Microarray CGH

Datos Microarray cDNA

Pedro P. Medina Vico	 Búsqueda de nuevas dianas terapéuticas de cáncer de pulmón

Figura R3: Datos de CGH y ADNc microarrays del cromosoma 17 de la línea celular Calu3 (expresados en Log2 Medianas Cy5/Cy3).

Figura R4: Hibridación fluorescente in situ utilizando una sonda contra ErbB2 
(rojo) y una sonda centromérica (verde).

Figura R5: Valores de CGH en el genoma de las líneas celulares H522, H23, 
H2126 y Calu3. Datos expresados en Log2 (Medianas Cy5/Cy3) ajustadas.

sean responsables de dicha amplificación génica. Alter-
nativamente cabe la posibilidad de que no existan ningún 
oncogén diana en esta región y que se trate de un fenó-
meno de reordenamiento genético recurrente debido a la 
elevada inestabilidad genética de estos tumores.

Para la validación por FISH se marcó en rojo un BAC 
situado en el núcleo del amplicón (CTD-3092E20) que 
contenía los genes NUP155 y WDR70. Como región 
control se marcó en verde el BAC (RP11-91I22) situa-
do en la región distante situada cerca del centrómero 
(5q11.2). En el análisis de FISH se observó una cons-

picua amplificación de la región 5p13 en la línea H23 
(Figura R7). Para su comparación se muestra la línea 
H522, que se hibridó en paralelo con la H23 y presenta 
dosis génicas normales.

Al ser uno de los amplicones más recurrentes en tumo-
res primarios (como veremos más adelante), fue elegido 
para estudiar más extensivamente.



28 Medicina Balear 2018; 33 (2); 19-33 

Pedro P. Medina Vico	 Búsqueda de nuevas dianas terapéuticas de cáncer de pulmón

Figura R6: Valores de CGH en el cromosoma 5 de la línea celular H23. Figura R7: Hibridación fluorescente in-situ sobre la región 5q12 (rojo) y el cen-
trómero del cromosoma 5 (verde). La línea H522 (A-B) muestra una dosis génica 
normal y la H23 (C-D) una clara amplificación.

Figura R8: Tabla de los valores obtenidos a partir de los microarrays de CGH para los amplicones 6p21 y 6p22 en las ocho líneas celulares analizadas. Datos expresa-
dos en Log2 (Medianas Cy5/Cy3). Resaltado en verde oscuro los valores >1 y en verde claro los 0.5-1. En azul, se presentan de igual forma los valores de microarrays 
de ADNc de la línea Calu3.
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Figura R9: Valores de CGH para el cromosoma 6 de la línea celular H522.

Figura R10: Arriba: Hibridación fluorescente in-situ sobre la región 6p21 (rojo). 
La línea A427 muestra una dosis genética normal y la H522 una conspicua am-
plificación. Abajo: Hibridación fluorescente in-situ sobre el amplicón 6p21 y 6p23 
(rojo) y el centrómero del cromosoma 6 (verde) en la línea H522.

Análisis de la región amplificada 
en el cromosoma 6p21 y 6p23.
Los amplicones 6p21 y 6p23 fueron identificados simul-
táneamente en la línea celular H522. La amplificación 
para la región 6p21 abarca aproximadamente 7,8Mb 
(desde la posición 34,4 a 42,2Mb) y contiene alrede-
dor de 100 genes conocidos, según el mapa actual del 
genoma humano. Por otra parte, el amplicón 6p23 abar-
ca aproximadamente 10Mb (desde la posición 16,2- a 
26,2Mb) y contienen alrededor de 60 genes conocidos. 
Ambas amplificaciones están separadas por un valle de 
unos 7,8Mb (Figura R9). La cercanía de ambos ampli-
cones y la presencia de ambos en la misma línea celular 
sugieren que se trata de un fenómeno de reordenamien-
to complejo. Los datos aportados por los microarrays de 
expresión, mostraron que sólo el amplicón 6p23 presen-
taba un aumento significativo en la expresión de los ge-
nes amplificados (Figura R8).

De forma similar a los anteriores amplicones, la amplifi-
cación en el cromosoma 6 se confirmó mediante la téc-
nica de FISH. Para 6p21 se marcó en rojo una serie de 
BACs situados en el núcleo del amplicón (RP11-170N22 
y RP11-58G14) que contenían los genes CPNE5, PPIL1, 
PI16 y FGD2. Para el amplicón 6p23 se marcó en rojo un 
BACs situado en el núcleo del amplicón (RP4-625H18) 
que contenía el gen ID4. Como control se utilizó una son-
da centromérica marcada en verde (Chromosome 6 Sa-
tellite Probe, Driect Green, Qbiogene, UK). Las imágenes 
captadas tras la FISH mostraron una clara amplificación 
en un núcleo interfásico de la línea H522 en la región 
6p21 (Figura R10-A), mientras que la FISH realizada en 
paralelo con la misma sonda en un núcleo de la línea 
A427 mostró una dosis génica normal (Figura R10- B).

En las metafases (Figura R10-C), se observaron cua-
tro cromosomas con el centrómero del cromosoma 6, 
dos de ellos presentan una morfología normal (subme-
tacéntrica), mientras que los otros dos son aberrantes. 
Uno de los cromosomas aberrantes presenta un número 
elevado de copias de la región 6p21 que, además, in-
cluyen el centrómero, tal y como indica la señal amarilla 
de superposición. La comparación de metafases de la 

línea H522 para los amplicones de las regiones 6p21 y 
6p23 (Figura R10-C y R10-D, respectivamente) mues-
tra los mismos cromosomas implicados en las regiones 
amplificadas.

Al ser uno de los amplicones más recurrentes en tumo-
res primarios (como veremos más adelante), fue elegido 
para estudiar más extensivamente.

Análisis de la región amplificada 
en el cromosoma 11q.
Los amplicones de 11q13.2 y 11q13.4 fueron identi-
ficados simultáneamente en las líneas celulares H23 y 
H441. Ambos tienen una longitud aproximada de 2Mb, 
abarcando las posiciones desde 66,4 a 68,4Mb para 
11q13.2 y desde 71,4 a 73,4 para 11q13.4. Según los 
datos obtenidos por el estudio de microarrays de CGH, 
ambos amplicones están separados por una región de 
aproximadamente 3Mb (Figura R11). De la misma forma 
que se observaba para la amplificación en el cromosoma 
6, la cercanía de ambos amplicones y la presencia de 
ambos en las mismas líneas celulares sugiere que se 
trata de fenómenos de reordenamiento complejo. Am-
bas amplificaciones se asocian con un aumento de los 
niveles transcripcionales, especialmente la amplificación 
de 11q13.2 en la línea H23 (Figura R13).

De forma similar a los anteriores amplicones, la amplifica-
ción en el cromosoma 11 se confirmó mediante la técni-
ca de FISH. Para la región 11q32.2 se marcó en rojo una 
serie de BACs situados en el núcleo del amplicón (RP11-
715F10 y CTD-2530J15) que contenían los genes 
CLCF1, RAD9, PPP1CA, RPS6KB2, PTPPRCAP, CO-
RO1B, CABP4, AIP, CDK2AP2, GSTP1 y CABP2. Para 
el amplicón 11q32.4 se marcó en rojo un BACs situado 
en el núcleo del amplicón (RP11-65L1, RP11-800A3 y 
RP11-933G1) que contenía los genes FCHSD2, P2RY2, 
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P2RY6, ARHGEF17 y TNFRSF19C. Como región control 
se marcó en verde un BAC (RP11- 12C1) situado en la 
región cercana al centrómero (11p11.2). La compara-

ción de metafases de la línea H441 para los amplicones 
de las regiones 11q13.2 y 11q13.4 (Figura R12) mues-
tran los mismos cromosomas implicados en las regio-
nes amplificadas. Los núcleos en metafase muestran la 
presencia de dos copias del cromosoma 11 normales 
(metacéntricos) junto con un cromosoma aberrante que 
contiene varias copias de la región 11q13.2 y 11q13.4.

Figura R11: Valores de CGH para el cromosoma 11 de las líneas celulares H23 
y H441.

Figura R13: Tabla de los valores obtenidos a partir de los microarrays de CGH en las ocho líneas celulares analizadas para los amplicones 11q13.2 y 11q13.4. Datos 
expresados en Log2 (Medianas Cy5/Cy3). Resaltado en verde oscuro los valores mayores a 1 y en verde claro los valores entre 0.5 y 1. En azul, se presentan de igual 
forma los valores de microarrays de ADNc de las líneas H23 y H441 respectivamente.

Figura R12: Hibridación fluorescente in situ de los amplicones 11q13.2 y 
11q13.4 en la línea H441.
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Análisis de la región amplificada 
en el cromosoma 19q13.
El amplicón en 19q13 fue identificado en la línea celular 
H2126. Abarca aproximadamente 1,6Mb (desde la posi-
ción 53,5Mb a 55,1Mb) y contiene alrededor de 80 ge-
nes conocidos según el mapa actual del genoma huma-
no (Figura R14). La amplificación génica de esta región 
se corresponde con un aumento transcripcional de gran 
parte de los genes amplificados (Figura R16). Al igual 
que el resto de amplicones, la amplificación fue valida-
da mediante FISH utilizando las sondas RP11-123C1 y 
RP11-591H17 que contienen los genes RUVBL2, LHB, 
CAGB, CGB1, CGB2, CGB5, CGB8, CGB2, CGB7, 
NTF5, KCNA7, SNRP70, LIN7B, PPFIA3, HRC, TRPM4. 
Los núcleos en interfase de la línea H2126 mostraron una 
conspicua amplificación de la región 19q13 (Figura R15-
B y C) con un número de copias superior a diez. Mientras 
que los de la línea celular H441 (Figura R15-A) ensaya-
das en paralelo mostraron una dosis génica normal.

Estudio de la presencia de amplificación 
en tumores primarios de pulmón.
La presencia de la amplificación en regiones concretas 
del ADN encontrada en las líneas celulares tiene mayor 

importancia si está presente también en tumores prima-
rios. De esta forma se puede concluir que es un fenó-
meno asociado al proceso tumoral y no un artefacto que 
ocurre en células en cultivo. Por ello se evaluó la presen-
cia de amplificación génica en estas regiones en tumores 
primarios de cáncer de pulmón. El estudio se llevó a cabo 
mediante Hibridación Fluorescente in situ (FISH), utilizan-
do las sondas descritas anteriormente (Tabla M3). Para 
detectar la presencia de falsos positivos por poliploidías 
se utilizaron siempre sondas control (marcadas en ver-
de) simultáneamente con la sonda problema (marcada en 
rojo). En el estudio se incluyeron tumores de 25 pacientes 
diagnosticados con cáncer de pulmón de tipo adenocar-
cinoma, el mismo tipo histológico que las líneas celulares 
utilizadas. Los tumores estaban incluidos por duplicados 
en una matriz tisular (ver apartado materiales y métodos 
3.4), que además contenía tejidos normales de control.

La figura R18 muestra imágenes representativas capta-
das por FISH. Para todas las regiones fue posible detectar 
al menos un tumor primario que tuviera amplificación. Se 
consideraron positivos para amplificación génica a aque-
llos tumores que presentaban un incremento de al menos 
5 copias de la región de interés. Las frecuencias de ampli-
ficación fueron las siguientes se muestran en la tabla R17.

Los amplicones presentes en las regiones cromosómicas 
5p13 y 6p fueron los más frecuentemente encontrados en 
tumores primarios, y se seleccionaron para ser más estu-
diados extensivamente, en busca del gen causante de la 
amplificación (como veremos en secciones posteriores).

Discusión

La amplificación génica es uno de los mecanismos de 
activación de proto-oncogenes en los tumores. Como 
paradigma de proto-oncogenes activados por amplifica-
ción se encuentran ErbB2 amplificado en el 25-30% de 
los tumores de mama (Slamon, Godolphin et al. 1989) y 
N-myc amplificado en el 40% de neuroblastomas (Bro-
deur, Seeger et al. 1984). En tumores de pulmón, a pesar 
del alto grado de inestabilidad cromosómica que presen-
tan, no se conoce ningún proto- oncogen que se amplifi-
que tan recurrentemente (Shiraishi, Noguchi et al. 1989).

En el presente estudio se identificaron mediante el uso de 
microarrays de hibridación genómica comparada (CGH) cin-
co regiones diferencialmente amplificadas (5p13, 6p21-22, 
11q13, 17q12 y 19q13). Posteriormente se validaron dichas 
amplificaciones mediante FISH utilizando sondas específicas 
y se comprobó un aumento relativo en el número de copias 
génicas de dichas regiones. Aunque la frecuencia individual 
de cada amplicón en los tumores estudiados no fue muy 
elevada (siempre inferior al 10%), el número de tumores que 
presentaba al menos una de las alteraciones era conside-
rablemente alto (28%). Estos datos, junto a las recientes 
evidencias que relacionan dichos amplicones con una peor 
supervivencia (Kim, Yim et al. 2005), muestran la relevancia 

Figura R14: Amplicón 19q13. A) Valores obtenidos en los microarrays de CGH 
para el cromosoma 19 en la línea celular H2126, el amplicón 19q13 se destaca 
en rojo. B) Detalle de los valores de CGH en el núcleo del amplicón de la región 
19q13. C) Posición cromosómica de los BACs utilizados para la validación por 
hibridación fluorescente in situ. D) Posiciones cromosómicas de los genes cono-
cidos en esta región cromosómica según la información actual que se dispone 
del genoma.

Figura R15: Hibridación fluorescente in situ del los amplicones 19q13.2 en la 
líneas A) H441 y B,C) H2126.



32 Medicina Balear 2018; 33 (2); 19-33 

Pedro P. Medina Vico	 Búsqueda de nuevas dianas terapéuticas de cáncer de pulmón

Figura R16: Tabla de los valores obtenidos a partir de los microarrays de CGH para el amplicón 19q13 en las ocho líneas celulares analizadas. Datos expresados en 
Log2 (Medianas Cy5/Cy3). Resaltado en verde oscuro los valores >1 y en verde claro los 0.5-1. En azul, se presentan de igual forma los valores de microarrays de 
ADNc de las líneas H2126.

de dichas alteraciones en el cáncer y subrayan la importan-
cia de dedicar esfuerzos dirigidos a la identificación de los 
oncogenes contenidos en dichas regiones. A continuación 
discutiremos los resultados obtenidos para cada amplicón:

El amplicón encontrado en la línea celular Calu3, corres-
pondiente a la región 17q12, sirvió para validar el sistema 
de análisis utilizado en el presente trabajo, ya que alberga 
un conocido proto-oncogén ErbB2/neu, cuya amplifica-
ción se describió por primera vez en dicha línea celular 
en 1988 (Fukumoto, Shevrin et al. 1988). Estudios más 
recientes han estimado la media de copias por célula de 
Calu3 de ErbB2 en 30 (pudiendo llegar hasta 64 copias/
célula) (Bunn, Helfrich et al. 2001).

La corroboración de la amplificación y sobre-expresión 
de ErbB2 en la línea Calu3, establece un modelo celular 
fiable para el estudio en cáncer de pulmón de la trasfor-
mación por amplificación de dicho oncogén y para estu-
dios de respuesta frente a anticancerígenos utilizados en 
terapias dirigidas como el tratuzumab y lapatinib.

El amplicón 11q13 que se encontró en el presente estudio 
en las líneas celulares H23 y H441, se había detectado 
anteriormente en tumores de cabeza y cuello, mama, y 
vejiga. Actualmente, tras más de veinticinco años desde 
su hallazgo, (Gaudray, Szepetowski et al. 1992), no existe 
todavía un proto-oncogén que sea firme candidato a ser 
el gen diana de dicha amplificación. Probablemente, esto 
sea debido a la presencia de múltiples factores que difi-
cultan su estudio. En primer lugar, los amplicónes de esta 
región suelen abarcar regiones extensas, muchas veces 
de varias megabases, que contienen decenas o cientos 

de genes que se coamplifican (tal y como se ha citado 
anteriormente para el amplicón Calu3). Además, frecuen-
temente la región amplificada presenta una estructura 
compleja (Schwab 1998) en la que pueden estar implica-
dos diferentes fragmentos cromosómicos (Casey, Smith 
et al. 1986). En concordancia con esta observación, en 
el presente estudio se ha observado que las líneas H23 y 
H441 contienen amplificaciones de dos fragmentos cro-
mosómicos cercanos (11q13.2 y 11q13.4) con decenas 
de genes afectados. Por otra parte, en ocasiones la ampli-
ficación génica no se corresponde con sobre-expresión. 
Así, por ejemplo, los genes INT2/FGF3, que fueron los ori-
ginalmente asociados al amplicón 11q13 (Roelofs, Schuu-
ring et al. 1993; Lin, Smith et al. 2005), presentaban nive-
les de expresión indetectables en los tumores en que se 
encontraban amplificados (Lidereau, Callahan et al. 1988).

Con respecto al amplicón 19q13, los datos previos son 
escasos y cabe destacar una publicación en la que se 
ha detectado amplificación de esta región en tumores de 
pulmón (Casey, Smith et al. 1986), proponiéndose como 
oncogén candidato al a SPIB.

Los amplicones situados en las regiones 6p21-23, 
5p13, sean quizás hasta el momento de los que menos 
información se posee. Sin embargo, en el presente tra-
bajo habíamos encontrado sendos amplicones entre los 
más frecuentemente hallados en tumores primarios, por 
esta razón nos dispusimos a estudiarlos más extensiva-
mente. Una vez corroborado los datos generados por los 
microarrays de CGH mediante FISH, utilizamos una téc-
nica más resolutiva, la PCR cuantitiva, para determinar 
el núcleo de los genes amplificados en dichas regiones
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Si se tiene en cuenta que las escasas terapias dirigidas 
actuales que son exitosas contra el cáncer actúan sobre 
oncogenes, también activados por amplificación como 
EGFR y ErbB2, las conclusiones que se pueden derivar 
del presente trabajo podrían ser no sólo de gran relevan-
cia biológica y clínica para el cáncer, sino terapéutica. Sin 
embargo es necesario dedicar más estudios que puedan 
ayudarnos a profundizar en las funciones de estas ampli-
ficaciones génicas en cáncer.

Figura R17: Frecuencia de amplificaciones en tumores primarios. *Indica la pre-
sencia de amplificación en al menos una de las regiones testadas.

Figura R18: Imágenes representativas de la Hibridación Fluorescente in situ 
(FISH) realizada sobre tumores primarios. En la parte superior se muestra los 
núcleos de un tumor que presenta una amplificación en la región 5p13 y otro 
que no. Abajo, imágenes representativas de núcleos de tumores que células que 
presentan amplificación en las regiones 11q13, 19p13 y 6p21 respectivamente.

	 Región	 Frecuencia

	 5p13	 2/25
	 6p21, 6p23	 2/25
	 11q13.2	 1/25
	 17q12	 1/25
	 19q13	 1/25
	 *Total	 7/25=28%
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