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RESUMEN

Titulo: Determinacion del efecto del polimorfismo MAD1 1673 G->A en el funcionamiento del punto de
monitoreo del huso mitético (PMHM).

Antecedentes: Mitotic Arrest Deficient 1 (MAD1), es una proteina del punto de monitoreo del huso
mitético que reconoce a MAD2 a través de dos zippers de leucina, transportandola y activandola para
promover una sefal de arresto en metafase. Se ha descrito un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)
en MAD1 capaz de alterar la funcion del PMHM, lo que puede estar relacionado a una mala respuesta a
agentes terapéuticos que alteran la dindmica de microtubulos.

Objetivo: El objetivo de este estudio fue examinar la relacion del polimorfismo MAD1 1673 G->A
(rs1801368) con la eficiencia del PMHM, la generacion de aneuploidias y la respuesta a la terapia en
pacientes con cancer de ovario avanzado (PCOA).

Material y métodos: Se evalud el polimorfismo en 144 individuos sanos y 91 pacientes. El arresto
mitodtico y la presencia de errores en la segregacion fue analizado en cultivos de linfocitos humanos
tratados con nocodazol (NDZ) y paclitaxel (PTX). Ademas, se evaluaron los errores en la segregacion en
27 biopsias de pacientes. La respuesta a la quimioterapia y sobrevida fue analizada con base en el
polimorfismo MAD1 1673 G>A en 74 PCOA.

Resultados: Las frecuencias alélicas en individuos sanos fueron G: 50, A: 50, mientras que en pacientes
fueron G: 38%, A: 62% (p<0.05). El porcentaje de células con arresto mitético fue mayor en células GG
(p<0.05). La frecuencia de micronucleos y eventos de no disyuncién se incrementd en las células AA
(p<0.05). Los tumores de pacientes polimdrficos tuvieron un mayor porcentaje de células aneuploides
(p<0.05). Los pacientes GG mostraron una mayor respuesta bioquimica, citorreduccion o6ptima y
sensibilidad al tratamiento. No existieron diferencias en la sobrevida libre de progresion y sobrevida
global al comparar los grupos.

Conclusién: El polimorfismo MAD1 1673 G->A altera la funcionalidad del PMHM, aumentando la
frecuencia de células aneuploides. Este polimorfismo modifica la respuesta a agentes que alteran la

dinamica de microtibulos en PCOA.
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ABSTRACT

Title: Determination of MAD1 1673 G—>A polymorphism effect in the mitotic spindle assembly checkpoint
function.

Background: Mitotic arrest deficient 1 (MAD1), a protein of the mitotic spindle assembly checkpoint
(SAC), recognizes MAD2 through two leucine zippers, transporting and activating MAD2, which promotes
a metaphase arrest signal. A single nucleotide polymorphism (SNP) of MAD1 was found to affect the SAC
function that could be involved in a bad response to therapeutic agents that alter the dynamics of
microtubules.

Objective: The aim of this study was to examine the relationship of the polymorphism MAD1 1673 G A
(rs1801368) with the efficiency of the SAC, the generation of aneuploidies, and with the therapeutic
response of patients with advanced ovarian cancer (AOCP).

Methods: The polymorphism was evaluated in 144 healthy individuals and 91 patients. Mitotic arrest and
the presence of errors in segregation were analyzed in cultured human lymphocytes treated with
nocodazole (NDZ) and paclitaxel (PTX). Errors in segregation were also evaluated in 27 biopsies of
patients. Chemotherapy response and survival were analyzed in 74 AOCP, according to MAD1 1673
G~>A polymorphism

Results: Allele frequencies in healthy individuals were G: 50, A: 50, whereas in the patients, they were G:
38%, A: 62% (p<0.05). The percentage of cells with mitotic arrest was higher among GG cells (p<0.05).
The frequency of micronuclei and nondisjunction events increased in AA cells (p<0.05). Tumors from
polymorphic patients had a higher percentage of aneuploid cells (p<0.05). The GG patients showed a
higher biochemical response, optimal cytoreduction and sensitivity to the treatment. There were no
differences in progression-free or overall survival between both groups.

Conclusions: The polymorphism MAD1 1673 G-A affects the SAC functionality, increasing the
frequency of aneuploid cells. This polymorphism modifies the response to agents that alter the dynamics

of microtubules in AOCP.
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INTRODUCCION

Mitosis

El término mitosis (del griego mitoss, hebra o filamento) fue acufiado por Walter
Flemming en 1879, al observar la division longitudinal de los cromosomas. En un inicio,
la mitosis fue definida como el periodo en que los cromosomas se encuentran
condensados (visibles). No fue sino hasta 1884 que Strasburger acuid los términos
profase, metafase y anafase para referirse a los diferentes estadios de la division

celular [1].

La mitosis incluye diversos eventos cuya finalidad es la generacion de dos células hijas,
en principio, genéticamente idénticas [2]. Las fases de la mitosis forman una secuencia
dinamica, en la que ciclos independientes, como la condensacion de los cromosomas,
los cambios de conformacion del citoesqueleto y la duplicacion y posicionamiento de los

centrosomas se coordinan para cumplir con las condiciones necesarias para la divisidon

Durante la interfase, la célula aumenta en tamafio debido a la duplicacion de DNA vy
organelos. El centrosoma, estructura que rige en mayor parte el movimiento de los

cromosomas durante la mitosis es duplicado durante esta fase.

Los centrosomas son organelos que junto con los microtubulos del huso conforman el
centro organizador de microtubulos (COMT) en células eucariontes. Lo compone un par

de centriolos, rodeados por una serie de proteinas que forman la matriz del centrosoma.

Miguel Santibafiez Andrade 6
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Durante la interfase de cada célula animal con ciclo activo, el par de centriolos existente
junto con los demas componentes del centrosoma se duplican, formando un complejo
dentro del nucleo. Los centrosomas formados se mantienen unidos por las proteinas C-
NAP1 y ROOTELINAS. Para que se lleve a cabo la separacion de centrosomas, estas
dos proteinas deben disociarse mediante fosforilaciones promovidas por NEK2A. Para
que NEK2A actue, las cinasas PLK1, actuan rio arriba en la regulacion del complejo
MST2-NEK2A, fosforilando A MST2, y previniendo la uniéon de PP1y a dicho complejo.
Esto permite la activacion de NEK2A vy, por lo tanto, la separacion de los centrosomas
[3]. Después de la mitosis, los centriolos pierden su organizacion ortogonal, permitiendo

la duplicacion de estas estructuras en la fase S [4].

Los microtubulos son componentes importantes del citoesqueleto, sirviendo de anclaje
a proteinas motoras de transporte intracelular como CINESINAS y DINEINAS, proteinas
estructurales y proteinas pertenecientes al sistema de control del ciclo celular. Por lo

tanto, su papel en la célula es primordial.

Los microtubulos se forman a partir de subunidades, compuestas por un heterodimero
formado a partir de dos proteinas globulares fuertemente relacionadas llamadas o-
TUBULINA y B-TUBULINA. Mientras que a y B-TUBULINA constituyen los microtubulos,
la y-TUBULINA participa en el proceso de polimerizacion. En conjunto con proteinas
accesorias, la y-TUBULINA conforma el complejo anular, que sirve como templado
para la polimerizacion de microtubulos. La matriz del centrosoma contiene mas de 50
copias del complejo anular de y-TUBULINA. Conservado desde levaduras hasta seres

humanos, el complejo anular de y-TUBULINA promueve la nucleaciéon de los
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microtubulos. Los protofilamentos mantienen un arreglo radial, donde existen extremos
negativos y extremos positivos. La elongacion ocurre hacia el extremo positivo. Los
extremos positivos exponen subunidades [, mientras que los extremos negativos
exponen subunidades a [5]. El arreglo radial permite un rapido crecimiento y proyeccion
de microtubulos hacia el perimetro celular. Durante la mitosis, los microtubulos se
polimerizan y despolimerizan constantemente, estableciendo la longitud y la fuerza

necesaria para el anclaje y migracion de las cromatidas hacia los polos del huso [6].

Durante la interfase, los cromosomas pueden ser vistos como filamentos elongados. Al
inicio de la profase, cada cromosoma se une a la envoltura nuclear y se organiza en
estructuras dobles (cromatidas hermanas). Los cromosomas se contraen durante la
profase tardia para tener una conformacion de mayor grosor y menor longitud, a este
fendbmeno se le conoce como condensacidon cromosomica [7]. La prometafase
comienza con el rompimiento de la envoltura nuclear. El huso mitético empieza a
conformarse y los COMT se alejan para formar los polos. Los cromosomas empiezan a
ser reconocidos por microtubulos, lo que promueve su movimiento [4]. En la metafase,
los cromosomas se organizan en la placa ecuatorial, conservando la misma distancia
hacia ambos centrosomas. Las cromatidas hermanas se unen, por medio del
cinetocoro, a microtubulos provenientes de polos opuestos. En la anafase, la longitud
de los microtubulos se reduce, permitiendo la separacion sincronica de las cromatidas
hermanas y su migracidon a los polos. Después de agruparse los complementos
cromosomicos, la telofase inicia con la descondensacién de la cromatina y el
reensamblaje de la envoltura nuclear alrededor de la misma (Fig. 1) [7]. Junto con su

complemento cromosomico, cada célula hija conserva un centrosoma [4].

Miguel Santibafiez Andrade 8



Determinacion del efecto del polimorfismo MADI1 1673 G—A en el funcionamiento del punto de monitoreo del huso mitético
Mayo 7, 2013

La formacién de los dos nucleos es el evento que marca el fin de la mitosis. En la
citocinesis, el citoplasma se divide por medio de la formacion del anillo contractil
(filamentos de ACTINA), la membrana celular rodea poco a poco a los nucleos recién
formados, promoviendo su separacion y terminando de esta manera la division celular

7, 8].

Figura 1. Las diferentes fases que componen las mitosis, obtenidas mediante microscopia confocal. En
rojo, el citoesqueleto; en verde, los microtubulos; en azul el DNA. a) Interfase G2, b) Profase, c)
Prometafase, d) Metafase, €) Anafase y f) Telofase. Pearson Education, Inc., publicado por Benjamin

Cummings.

Segregacion cromosOmica
El ciclo celular garantiza la transmision del material genético, mediante la division y la

generacion de dos células. En 1879, Flemming utilizé una serie de colorantes para tefir
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el material dentro del nucleo, distribuido en forma de pequefos granulos. A este
material se le denomind cromatina. Posteriormente, en 1888, el anatomista aleman
Wilhelm Von Waldeyer utilizé por primera vez el término cromosoma para referirse a las
estructuras filamentosas con tincién positiva observadas al microscopio durante la

mitosis [9].

En células eucariontes, el DNA se asocia a proteinas empaquetadoras. A esta
asociaciéon se le conoce como cromatina. En ciertas regiones, el DNA tiene un
empaquetamiento de menor densidad. A este material se le denomina eucromatina, y
aparece disperso en el nucleo, ocupando la mayor parte de este. Otras regiones son
empaquetadas casi con la misma densidad que el cromosoma mitético. A este material
se le denomina heterocromatina y esta localizada comunmente en la regién
centromérica y pericentromérica. La heterocromatina puede ser constitutiva, cuando su
condicion de empaquetamiento es constante a lo largo del ciclo celular, o facultativa,
cuando tiende a empaquetarse fuertemente. Existen regiones de DNA que
continuamente cambian su estado de heterocromatico a eucromatico y viceversa. De
esta manera se permiten estados alternativos de empaquetamiento para que la

interfase y la division transcurran [7].

En la interfase, la unidad fundamental es el nucleosoma, compuesto por un segmento
de DNA de aproximadamente 146 pares de bases, que gira dos veces alrededor de un
octamero de histonas (dos copias de histonas H2-A, H2-B, H3 y H4). El nucleosoma
presenta una forma cilindrica de 11 nm de diametro por 6 nm de altura [10]. Un

segmento de cromatina se compone de multiples nucleosomas, y entre estos se
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mantiene un segmento de DNA vinculado a la histona H1. En el cromosoma metafasico,
las dos moléculas de DNA condensadas corresponden a las cromatidas hermanas,
asociadas principalmente por el centromero. Las secuencias terminales en los brazos
de los cromosomas conforman los telomeros. Durante la prometafase y la metafase, los
cromosomas se pueden visualizar mediante microscopia de campo claro y se ha

determinado que su longitud varia entre 3y 7 um (Fig. 2) [2].

El centromero es una regién cromosdmica importante durante la segregacion. Regula y
promueve el movimiento de los cromosomas durante la mitosis y la meiosis a través de
su interaccion con los microtubulos del huso. Los centrdmeros son dominios de
heterocromatina diferenciados, determinados por la composicion y la organizacion de la
cromatina que subyace en ellos. Sirven como el sitio de reconocimiento de diversas
proteinas que, al trabajar en conjunto forman el cinetocoro, estructura que actia como

el sitio de union de los microtubulos del huso [11, 12].

En la mayoria de los eucariontes, la identidad del centrémero esta determinada por la
presencia de la variante de histonas H3 (llamada CENP-A en humanos). Se sabe que
CENP-A se incorpora a la region centromérica, y se mantiene durante el ciclo celular

mediante mecanismos epigenéticos [13].

CENP-A interviene en la delimitacion del centréomero, acoplando proteinas CENP-T/W.
Este complejo es necesario para la segregacion cromosodmica en cada ciclo celular y se

ensambla mediante mecanismos de intercambio durante la fase Sy G2 [12]

Miguel Santibafiez Andrade 1 1



Determinacion del efecto del polimorfismo MAD1 1673 G—A en el funcionamiento del punto de monitoreo del huso mitético

Mayo 7, 2013

La estructura del centromero acoplada a CENP-A involucra una mayor compactacion. A
diferencia del ensamblaje candnico de histonas en la fase S, CENP-A se acopla en
telofase y G1 [13]. En nucleosomas del satélite alfa, el DNA se enrolla alrededor del
octamero de histonas, el cual contiene dos H2-A, dos H2-B, dos H4 y dos CENP-A. A
diferencia de octameros con H3, los octameros con CENP-A exponen unicamente 121
bases centrales del DNA en un nucleosoma. La hélice alfa N, importante para la

orientacion, es mas corta en CENP-A que en H3 [14].

El centrémero, y por lo tanto el cinetocoro, son esenciales para la segregacion, esto ha
sido demostrado por el comportamiento en la mitosis de fragmentos cromosémicos. El
fragmento que retiene el centromero se rige por la dinamica propia de la segregacion,

mientras que el fragmento acéntrico no es reconocido por el huso mitético [7].

La organizacion de los cromosomas en la placa metafasica es resultado de un proceso
estocastico en el que los cromosomas, por medio de los cinetocoros, son capturados
por los microtubulos de ambos polos, que se elongan y contraen de manera dinamica.
La congregacion de los cromosomas en la region central de la célula es posible sélo
hasta que las placas cinetocoricas de ambas cromatidas hermanas sean reconocidas
por los microtubulos del huso de polos opuestos. Para asegurar la distribucion
adecuada del material genético entre los dos nucleos de las células hijas, es necesario
que la segregacion se lleve a cabo soélo hasta que todos los cromosomas se localicen

en la placa metafasica [11, 15].
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Brazo corto (p) Brazo largo (q)

Centromero L .

Nucleosoma

Figura 2. La estructura de un cromosoma metafédsico, mostrando los diferentes niveles de organizacion

que presenta. Cada nucleosoma esta compuesto por DNA e histonas.

El evento central de una célula en mitosis es la segregacion cromosémica. Cuando se
lleva a cabo la duplicacion del DNA, las cromatidas hermanas permanecen fuertemente
unidas [14]. Esta unidon se presenta gracias a un conjunto de proteinas de multiples
subunidades que reciben el nombre de cohesinas, las cuales son depositadas a lo largo

de cada cromatida cuando el DNA es duplicado. El complejo de cohesinas se conforma
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de 4 subunidades: SMC1, SMC3P, SCC1 y SCC3. Las subunidades SMC1 y SMC3
forman un heterodimero con funcion de ATPasa. Este heterodimero mantiene la
estructura cromosomica. La mutacién de las subunidades se asocia a una separacion

prematura de cromatidas hermanas [16-19].

Las cohesinas unen a las cromatidas mediante un anillo compuesto por SCC1-SMC1-
SMC3P. Las cohesinas que mantienen unidos los brazos de las cromatidas se
remueven por fosforilacion. En la anafase, la separacion de cromatidas hermanas se
debe a una ruptura en los anillos de cohesina, mediante la protedlisis de la subunidad
SCC1 (17]. Esta protedlisis es efectuada por una enzima denominada SEPARASA,
cuya actividad es regulada negativamente por un inhibidor llamado SECURINA [15, 20-
21]. La cohesion entre cromatidas hermanas es determinante para el proceso de
segregacion cromosomica, y en condiciones normales llega a perderse unicamente en
el lapso de tiempo existente entre el final de la metafase y el inicio de la anafase. Sin
embargo, este intervalo es suficiente para que las cromatidas hermanas sean atraidas

por microtubulos provenientes de polos opuestos [7].

Estructura y funcion del cinetocoro

El cinetocoro es una estructura compleja cuyo papel se concentra en especificar las
uniones entre microtubulos y cromosomas, por lo tanto, es esencial para que los
cromosomas presenten una bi-orientacién y se segreguen de manera adecuada. Los
cinetocoros son complejos protéicos ensamblados en el centromero. A esta estructura
se ligan alrededor de 25 microtubulos que emanan de los polos. Asi, se establece la

union entre cromosomas y microtubulos. El cinetocoro se encarga de dirigir el
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posicionamiento de los cromosomas hasta establecer la bi-orientacion adecuada [22].
Debido a la cantidad de proteinas que lo conforman, y a su funciéon dentro del ciclo
celular, se ha catalogado al cinetocoro como una estructura celular de alta complejidad

[23].

En vertebrados, el cinetocoro se situa de un extremo a otro de la heterocromatina
centromérica, presentando una estructura tri-laminar compuesta por la corona fibrosa
en la regidén exterior, la placa externa en la region intermedia, y la placa interna
adyacente al centrbmero [24-25]. En la corona fibrosa y la placa externa estan
contenidas proteinas que interacttan con los microtubulos (CENP-E y DINEINA),
proteinas pertenecientes al punto de monitoreo del huso mitético (BUB1, BUBR1,
BUB3, MAD1, MAD2, MPS1, ZWINT-1, ZW10, ROD) y elementos estables como
NDC80, KNL/KBP y CENP-F/MIS. [26-27]. Aunque la composicion protéica de la zona
intermedia no se ha determinado del todo, se han detectado proteinas centroméricas
como CENP-M, N y T que, se postula, son un enlace entre las tres laminas [28]. La
placa interna es inmediatamente adyacente al centrobmero, asociada a la cromatina
centromérica marcada por la presencia de la variante de histona H3 CENP-A. Otras

proteinas como CENP-C y CENP-H se acoplan a esta region (Fig. 3) [29].

En mitosis, los microtubulos aumentan y reducen su longitud, sondeando el citoplasma
en busca de cinetocoros. Cuando se establece la unién entre cinetocoros de ambas
cromatidas y microtubulos provenientes de polos opuestos, el cromosoma lleva a cabo
una serie de movimientos oscilatorios que lo dirigen a la regién ecuatorial del huso

mitético, esta movilidad es altamente dinamica [30].
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Figura 3. Conformacion del cinetocoro en la que se pueden observar sus componentes distribuidos en la

estructura tri-laminar. Modificado de [31].

La naturaleza estocastica por la cual los cinetocoros encuentran a los microtubulos y
viceversa en ocasiones resulta en conexiones no productivas [32]. El cinetocoro,
ademas de tener una maquinaria altamente compleja para unir microtubulos y modular
la dinamica existente entre ambos, posee mecanismos de control que detectan y
corrigen interacciones defectuosas o no productivas. Muchos estudios se han enfocado

a analizar la mecanica del cinetocoro, lo que ha permitido identificar y caracterizar los

Miguel Santibafiez Andrade 1 6



Determinacion del efecto del polimorfismo MAD1 1673 G—A en el funcionamiento del punto de monitoreo del huso mitético

Mayo 7, 2013

componentes moleculares en una gran variedad de especies. Los hallazgos han
permitido concluir que la mayoria de las proteinas formadoras del cinetocoro estan
conservadas desde levaduras, lo que nos da una idea de lo compleja que es su funcién
en la segregacion. Aun se trabaja en la determinaciéon de las interacciones que en esta
estructura se presentan, asi como en evaluar los errores en la mitosis ocasionados por

un mal ensamblaje de todos sus componentes.

El punto de monitoreo del huso mitético

El mecanismo por el cual los cromosomas se segregan para dar origen a los nucleos de
las futuras células hijas ha planteado numerosos retos a la biologia desde que Theodor
Boveri (basado al trabajo de Walter Fleeming en 1882) describid la sincronia con la que
se llevaba a cabo la segregacion de los cromosomas durante las primeras divisiones
mitoticas de los huevecillos fertilizados de erizo de mar. Hace ya mas de un siglo,
Boveri enfatizd el efecto negativo que podria ocasionar en la progenie celular la

inadecuada segregacion [33].

La sincronia y exactitud de la segregacion cromosomica depende de la regulacién de
ciertos eventos promovidos durante la mitosis, como el reconocimiento de los
cromosomas por los microtubulos y la adecuada separacidn-migracion de las
cromatidas hacia los polos de la célula. Para que la segregacion se lleve a cabo con
éxito, sin comprometer la estabilidad genética, la célula posee una serie de proteinas
que, en conjunto, forman un mecanismo conocido como el punto de monitoreo del huso

mitético (PMHM).
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Los primeros estudios referentes a este mecanismo fueron hechos en Saccharomyces
cerevisae en 1991 [34-35]. En ellos se identificaron a los genes de la familia MAD (de
mitotic arrest deficient), MAD1, MAD2 y MAD3 (éste ultimo conocido en humanos como
BUB1B, que da origen a la cinasa BUBR1, de BUB1-related protein) asi como a los
genes BUB (de budding uninhibited by benzimidazole), BUB1 y BUB3. Estos genes,
conservados en todos los organismos eucariontes, participan en el funcionamiento del
PMHM (activo en prometafase) previniendo la separacién prematura de cromatidas
hermanas [35-40]. En vertebrados, el PMHM requiere de otros componentes, como la
cinasa MPS1 (monopolar spindle 1), el complejo de proteinas ZW10 (zeste white-10)-
ROD (rough deal)-ZWILCH, la proteina p31®°™' y la proteina motora de unién a

microtubulos CENP-E (centromere protein E) (Tabla 1) [41-46].

La progresion de la mitosis y la segregacidon cromosdémica son controladas por el
complejo promotor de la anafase (APC/C, anaphase promoting complex/cyclosome),
una enzima tipo E3 cuya actividad consiste en reconocer y modular la degradacién (via
la subunidad 26S del proteosoma mediante ubiquitinacién) de dos proteinas
importantes en la regulacion de la mitosis, la SECURINA y la CICLINA B [47-48]. La
SECURINA inhibe a la SEPARASA, la cual es requerida para romper los complejos de
cohesina que mantienen juntas a las cromatidas hermanas. La protedlisis de la
SECURINA permite a la SEPARASA llevar a cabo su funcion, promoviendo de esta
manera el inicio de la anafase. Al mismo tiempo, la degradacion de la CICLINA B
inactiva la funcién de la cinasa dependiente de ciclina 1 (CDK1, cyclin-dependent

kinase 1), accidon que emite una sefial celular para terminar la mitosis [49].
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Tabla 1. Caracteristicas de las proteinas que conforman principalmente el punto de monitoreo del huso

mitotico, modificada de Kops et al, 2005 y actualizada de Musacchio y Salmon, 2007. Se muestran las

funciones que llevan a cabo, asi como las proteinas con las que interactuan.

Proteina

BUB1 (122 kDa)

Unioén con:

BUB3

Funcion en el PMHM

Inhibe la actividad de CDC20 por fosforilacion.

BUBR1 (120 kDa)

CENPE,BUB3, CDC20

Parte del complejo inhibitorio de APC/C. Se une

directamente a CDC20 e inhibe la actividad de APC/C.

BUB3 (37 kDa)

BUB1, BUBR1

Parte del complejo inhibitorio de APC/C. Localiza a BUB1

y BUBR1 en el cinetocoro.

MAD1 (83 kDa)

MAD2

Transporta a MAD2 al cinetocoro y lo activa.

MAD2 (23 kDa)

MAD1, CDC20, CMT/p31%°™!

Parte del complejo inhibitorio de APC/C. Se une

directamente a CDC20 e inhibe la actividad de APC/C.

CMT2/p31%°™t (31

kDa)

MAD2

Inhibe la sefializacion del punto de monitoreo, evitando el

reclutamiento de MAD2.

MPS1 (97 kDa)

Se desconoce

Se requiere para la localizacion de MAD1-MAD2 y

CENP-E en el cinetocoro.

CENP-E (312 kDa)

BUBR1

Activa a BUBR1 en el cinetocoro. Responsable del
reconocimiento de microtubulos y del movimiento

cromosomico.

ZW10 (89 kDa)

ROD, ZWILCH

Parte del complejo que recluta el heterodimero MAD1-

MAD?2 hacia los cinetocoros.

ROD (251 kDa)

ZW10, ZWILCH

Parte del complejo que recluta el heterodimero MAD1-

MAD2 hacia los cinetocoros.

ZWILCH (67 kDa)

ROD, ZW10

Parte del complejo que recluta el heterodimero MAD1-

MAD2 hacia los cinetocoros.

El reconocimiento de los sustratos de APC/C requiere de una activacién previa llevada

a cabo por la proteina regulatoria CDC20 (cell-division-cycle 20 homologue). Activado al

iniciar la mitosis y meiosis, la estrategia del PMHM radica en controlar los eventos
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proteoliticos debidos a la interaccion entre APC/C y CDC20, permitiendo la progresion
del ciclo celular solo hasta que todos los cromosomas se encuentren bi-orientados entre

los polos del huso [48].

La senal que modula el funcionamiento del PMHM es la presencia de cinetocoros sin
unién a microtubulos. Esta condicién activa a las proteinas MAD2, BUBR1 y BUB3, que
al agruparse para forman el complejo del punto de monitoreo de la mitosis (conocido en
inglés como mitotic checkpoint complex, MCC). EI MCC se encarga de retener a CDC20

(Fig. 4) [50-52].

Estudios a nivel embrionario han detectado que la ausencia de de componentes del
MCC tiene un impacto en la division celular. La inhibicion de estos componentes reduce
el tiempo de mitosis, debido a la falta de arresto. Ademas, la pérdida de funcionalidad
del PMHM se asoci6 a la formacion de micronucleos, a la generacion de aneuploidias, a

una mala implantacion y a problemas de desarrollo [53].

La funcién de las proteinas del PMHM inicia cuando desaparece la envoltura nuclear, y
tiene como blanco principal la superficie de aquellos cinetocoros que manifiestan tanto
ausencia de unidén a microtubulos (reconocida por CENP-E en la corona fibrosa), como
tensidn deficiente (reconocida por las proteinas AURORA B/IPL1, SURVIVINA,
BOREALINA e INCENP-1 en la region centromérica adyacente al centrdmero). Las
cinasas BUB1 y MPS1 reclutan a la mayoria de las proteinas que participan en este
mecanismo. La proteina motora CENP-E (fosforilada por BUBR1) y el complejo formado

MAD1-MAD2 (fosforilado por MPS1, permitiendo el flujo constante de MAD2) se
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activan. En su forma activa, MAD2 se libera del cinetocoro, lo que permite la asociacién
con las demas proteinas del MCC para inhibir a CDC20, bloqueando de esta manera la

mitosis [31, 54].

Figura 4. Funcion del punto de monitoreo del huso mitético. Cuando no existe una union adecuada entre

cinetocoros y microtubulos, el punto de monitoreo promueve la formaciéon del complejo formado por
BUBR1, BUB3 y MAD2, cuya funcion es impedir que CDC20 active a APC/C, inhibiendo la degradacion

de la SECURINA vy por lo tanto, la funcién de la SEPARASA, arrestando el ciclo celular en metafase.

Cuando el reconocimiento de los cinetocoros por los microtibulos es total, p31°°™®

impide el reclutamiento de MADZ2, inhibiendo la formacion del MCC, BUBR1 se inactiva
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(por el reconocimiento de unién a microtubulos manifestado por CENP-E) y el complejo
formado por las proteinas motoras DINEINA-DINACTINA dirige la remocién de los
componentes del PMHM a los polos del huso. De esta manera, la sefal de arresto
empieza a silenciarse. CDC20 se libera y se une con APC/C, permitiendo la

degradacion de SECURINA y CICLINA B, y el avance hacia la anafase [55-56].

Las alteraciones en proteinas motoras y del cinetocoro, las mutaciones el DNA
centromérico, la ausencia de union y/o tensién, la despolimerizacion de microtubulos, la
presencia de cromosomas dicéntricos y la formacion de husos multipolares son algunas
causas que activan el arresto en metafase. El PMHM es importante en el control del
ciclo celular. Brinda la posibilidad de que se manifieste un adecuado reconocimiento
entre microtubulos y cinetocoros, manteniendo la fidelidad de la segregacion. Sin
embargo, a partir de experimentos en células expuestas a agentes quimicos que
intervienen con la polimerizaciéon de microtubulos, se ha determinado que el arresto no
puede mantenerse activo por tiempos prolongados. Cuando los errores en la
segregacion son persistentes, la célula puede entrar catastrofe mitética o apoptosis, o
evadir el arresto, presentando errores en la distribucion cromosdémica de las células

hijas [57].

Aneuploidias e Inestabilidad Cromosémica

El desarrollo exitoso de la mitosis y la fidelidad en la segregacion son producto de una
ordenada conjugacion de procesos celulares, como la formacion de los COMT, la
polimerizacion de los microtubulos para el reconocimiento del cinetocoro (mediante

uniones estables y bi-orientacion), la separacion de cromatidas hermanas y su
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migracion hacia los polos del huso. Cuando estos mecanismos se alteran, existe una

‘predisposicién al desarrollo de inestabilidad cromosdmica (IC).

La inestabilidad genética incluye la inestabilidad microsatelital y la cromosomica. La
primera es caracterizada por una alta carga mutacional como consecuencia de errores
en los mecanismos de reparaciéon del DNA, mientras que la segunda, producto de
errores en la segregacion, tiene como consecuencia la presencia en la célula de un

numero aberrante de cromosomas [58].

Una aneuploidia se define como la ganancia o pérdida de cromosomas distinta al
complemento haploide o a sus multiplos [48, 59]. Durante la segregacion, la distribucién
de los cromosomas debe ser equitativa, cada célula hija debe recibir su complemento
cromosomico completo. Sin embargo, bajo ciertas condiciones, una célula puede
presentar cromosomas extra, o carecer de algunos. Las situaciones que generan
aneuploidias incluyen divisiones mitéticas aberrantes a partir de una condicién
poliploide previa, alteraciones en centrosomas que conducen a la formaciéon de husos
multipolares, errores en fusiones celulares y evasion de la mitosis una vez duplicado el
DNA (endoreduplicacién) [60-61]. Errores en la cohesidén existente entre cromatidas
hermanas puede derivar también en aneuploidias. En lineas celulares de cancer y
modelos murinos, se ha determinado que tanto la inactivacién como la sobre-expresion

de la SECURINA tienen como consecuencia la generacion de IC [62-63].

En humanos, las consecuencias biolégicas de la aneuploidia dependen del tipo de

célula en donde se generan, pero sobre todo, de la etapa de desarrollo y diferenciacion.
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Las aneuploidias generadas en células germinales tienen un mayor impacto en el
individuo. Mas de un 50% de los abortos se deben a anormalidades en el numero de
cromosomas. En la mayoria de los casos corresponden a trisomias, pero las triploidias,
tetraploidias y monosomias también han sido descritas [64]. Las aneuploidias
generadas en células somaticas pueden ser suceptibles a la muerte celular por
apoptosis [65].Sin embargo, cuando la célula no muere, la heterogeneidad puede
inducir procesos neoplasicos. En tumores, la presencia de aneuploidias promueve la

resistencia al tratamiento quimioterapéutico [66].

El reconocimiento inadecuado de los cinetocoros por los microtubulos del huso, ya sea
por falta de unién o por falta de tension, juega un papel importante en la generacién de
células aneuploides, situacion que activa el PMHM [67]. La bi-orientacién, producto de
la interaccion entre microtubulos de diferentes polos con cada cromatida hermana
(unién anfitélica), es la unica condicidbn que asegura la segregacion adecuada [31].
Cuando existen errores en interacciones microtubulo-cinetocoro, las aneuploidias
pueden manifestarse como eventos de rezago cromosdmico y como eventos de no

disyuncién, presentandose uniones monotélicas, sintélicas y merotélicas.

Las uniones monotélicas se presentan cuando sélo una de las dos cromatidas ha sido
reconocida por los microtubulos [68]. La cromatida que no ha sido reconocida pierde la
capacidad de incorporarse al nucleo de una célula hija, generando un evento de rezago
cromosomico. En las uniones merotélicas, una cromatida es reconocida por ambos
polos del uso, situacion que altera la dindamica de la segregacion, ya que existe unién a

microtubulos pero con fuerzas de tensidn opuestas [69]. Por ultimo, las uniones
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sintélicas se manifiestan cuando ambas cromatidas son reconocidas por microtubulos

originarios del mismo polo, generando eventos de no disyuncion (Fig. 5) [31].

Las uniones monotélicas son las que reconoce primordialmente el PMHM, retrasando la
anafase en casos en los que al menos un cinetocoro no esté unido a la placa
metafasica [68]. Las uniones sintélicas tienen un grado de reconocimiento distinto por el
PMHM. Si bien la unién y tensidén es reconocida, la ausencia de bi-orientacion permite
el reconocimiento del error. Distinto a lo anterior, las uniones merotélicas no son
reconocidas por el PMHM, ya que la bi-orientacion manifestada en una sola cromatida
produce una sefial que impide el arresto [31]. Tanto en la presencia de uniones
sintélicas como en la presencia de uniones merotélicas, la participacion de las proteinas
AURORA B/IPL1, BOREALINA, SURVIVINA e INCENP es muy importante. La cinasa
AURORA B/IPL1, localizada en la regién centromérica adyacente al cinetocoro, detecta
y desestabiliza estas uniones, generando nuevamente cinetocoros sin union a

microtubulos. De esta manera, el PMHM puede reconocer el error [70-73].

Las aneuploidias pueden ser también consecuencia de divisiones aberrantes producto
de husos multipolares. Una fuente generadora de husos multipolares puede ser la
poliploidia, producto de defectos en la citocinesis, fusidon celular, o evasion del arresto

mitético [60-61].

La division celular con husos multipolares produce frecuentemente células aneuploides.
Tanto las amplificaciones en STK15/AURORA A, como la inactivacion de P53, RB y

BRCA1 se han asociado a poliploidia y defectos en el ciclo del centrosoma [74-76].
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Defectos en la cohesién también pueden contribuir a la aneuploidia. Cuando la
SECURINA se inactiva, las aneuploidias son mas frecuentes. Lineas celulares con la

SECURINA inactiva presentan IC [77-78].

a) Prometafase Ausen_ci'ade b) Metafase Anafase
' tension

Centrémero Polo del huso . N -
Cinetocoro Anfitélica —C< ))_.
t (bi-orientacién)

ohesina

Metafase —4 F Monotélica -C<\?

Tension

=

Sintélica ﬁ

Merotélica

+

Figura 5. a) La segregacion requiere de una bi-orientacion de los cromosomas promovida por la unién de
los microtubulos a los cinetocoros. b) Los diferentes tipos de unién que originan eventos de aneuploidia.

Modificado de [31].

La pérdida o ganancia constante de cromosomas (y por lo tanto de los genes que los
conforman) posibilita a las células a sufrir modificaciones de gran magnitud en procesos
encargados de controlar su crecimiento, proliferacion y muerte. Un modelo de estudio

util para entender la generacién de aneuploidias y la IC es el cancer de colon.
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Aproximadamente el 90% de estos tumores presentan IC. Un factor importante en esta
neoplasia es APC [79-80]. APC es un factor inhibidor de senales de crecimiento, que
actua promoviendo la degradacién de B-CATENINA. Las mutaciones en APC generan
variantes protéicas truncadas incapaces de degradar la B-CATENINA [81]. Se ha
reportado que APC también es capaz de desestabilizar de las uniones cromosoma-
microtubulo [82]. Sin embargo, estudios en lineas celulares de cancer de colon

mutantes para APC muestran estabilidad cariotipica [83].

En retinoblastoma, la progresién de la enfermedad se relaciona con el grado de
aneuploidia [84]. En lineas celulares, la inactivacion de RB1 confiere a las células la
capacidad de volverse aneuploides, incrementandose esta condicion con cada ciclo
[85]. Estos hallazgos correlacionan con estudios enfocados a identificar mecanismos
inductores de IC en cancer: La mayoria de los genes asociados a la generacion de IC
son blancos de E2F, factor que en condiciones normales es inactivado por RB [86]. En
células no trasformadas, la sub-expresion de RB tiene efectos en la segregacién
comparables con el comportamiento de células con IC., independientemente del

funcionamiento del PMHM [87].

Se ha establecido una asociacion entre la sobre-expresion de AURORA A con la
amplificacion de centrosomas y la poliploidia. Aunque el PMHM se encuentre funcional,
un arresto prolongado (producto de husos multipolares) deriva en algunos casos en
citocinesis incompletas. Este fendmeno es importante, ya que se ha relacionado la
poliploidia a la resistencia al tratamiento con agentes quimioterapéuticos que actuan

durante la segregacion cromosomica [88].
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El acortamiento telomérico también participa en la generacion de inestabilidad
cromosomica. Las lineas celulares negativas para telomerasa promueven la formacién
de poliploidias [89]. Sin embargo, se ha descrito que los rompimientos en regiones
pericentroméricas son un mecanismo mas efectivo en la generacion de IC que la
erosion de los telomeros. Estos rompimientos pueden acoplarse a otros telomeros,

promoviendo fusiones cromosomicas [90].

Alteraciones en el punto de monitoreo del huso mitético

El PMHM es el principal mecanismo de control de la segregacion. Al ser alterado,
promueve el desarrollo de IC. Un ejemplo de esto es la alteracién de BUB1B, el gen
que codifica para la proteina BUBR1. En este gen se han encontrado mutaciones en la
region que codifica para su dominio cinasa [91]. Las mutaciones en linea germinal de
BUB1B se asocian a una enfermedad de condicion recesiva denominada aneuploidia
de mosaico variegado. Esta enfermedad se caracteriza por un retardo en el crecimiento,
microcefalia y cancer en etapa infantil. Los individuos que presentan esta enfermedad

manifiestan un alto indice de IC.

En algunas lineas celulares de cancer de colon se han reportado mutaciones en BUB1
que generan un efecto dominante-negativo hacia el otro alelo [92]. También se han
caracterizado de manera esporadica mutaciones en los genes MAD1, MAD2 vy los tres
miembros del complejo ZW10-ROD-ZWILCH. Sin embargo, no se ha determinado su

efecto en el PMHM [93-97].
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No existen muchas evidencias de mutaciones en genes del PMHM que conlleven a la
generacion de IC, por lo que se ha planteado que, a excepcion del efecto de las
mutaciones de BUB1B, no parecen ser un mecanismo comun en la generacién de

células aneuploides [48].

La sobre-expresiéon de BUBL1 se ha visto asociada con un pobre prondstico en algunos
tipos de tumores. En modelos murinos, esta sobre-expresion genera aneuploidias por
rezago cromosomico (con cariotipos cercanos al complemento 2n) y posteriormente
tumores. La sobre-expresion de BUBL repercute en la activacion de AURORA B. Los

ratones utilizados en este disefio desarrollaron diversos tumores solidos [98].

Otro caso que ejemplifica la complejidad del PMHM es la sobre-expresion de MAD2. En
ratones transgénicos, la sobre-expresiéon de MAD2 promueve la formacién de diversos
tumores. A nivel celular, ocasiona rupturas cromosdémicas, puentes anafasicos y
aneuploidias. La sobre-expresidon continua no es necesaria para el mantenimiento de
los tumores, por lo que se le ha caracterizado como un factor implicado en la iniciacion

o progresion tumoral [99-100].

Finalmente, deficiencias en los niveles de CENP-E disminuyen la tasa de reclutamiento
de MAD1, MAD2 y BUBR1, lo que impide generar una sefal suficientemente fuerte para
promover un arresto en metafase [101]. Ademas, la sub-expresion de MAD2 y BUB1B
se ha asociado con un incremento en el numero de aneuploidias en fibroblastos de rata

[102-103].
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Aneuploidias y cancer.

El ser humano estda conformado por grupos de células que realizan procesos
sumamente complejos para promover su desarrollo. En condiciones normales,
crecimiento, proliferacién y diferenciacion celular se llevan a cabo con control y armonia
dentro de cada tejido. Tan importantes son estas actividades para un organismo, que si
se manifiestan con errores, los puntos de monitoreo distribuidos a lo largo del ciclo
celular junto con los mecanismos de reparacion del DNA impiden la generacién de
inestabilidad genética. Cuando una célula sufre alteraciones en su genoma, los
mecanismos de muerte pueden activarse. Sin embargo, multiples factores endégenos y
exdgenos alteran constantemente la homeostasis celular, promoviendo Ia

transformacién maligna, y por lo tanto, el desarrollo de cancer [104].

El cancer es un conjunto de enfermedades con varios mecanismos etiolégicos en los
que algunas células adquieren, principalmente, la capacidad de proliferar de manera
exacerbada asi como de evadir la apoptosis mediada por diferentes circunstancias. A
partir de estas alteraciones, las células tumorales adquieren un potencial invasivo, y
mediante mecanismos cada vez mas complejos, como el desarrollo de nuevos vasos
sanguineos a partir de los ya existentes (angiogénesis), o la invasién de tejidos
adyacentes (viajando por el sistema sanguineo y linfatico para infiltrarse en 6rganos

distantes al punto de origen), su condicién transformante se vuelve irreversible [105].

En la célula, el fenotipo maligno se adquiere mediante pérdida, mutacion o

desregulacion de genes cuya funcion es regular positiva o negativamente la progresiéon
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del ciclo celular. Se han caracterizado tres grupos de genes involucrados en el
desarrollo tumoral: oncogenes, genes supresores de tumores y genes de reparacion del
DNA. Los oncogenes son genes cuya ganancia de funcion promueve el desarrollo de
cancer, y estdn comunmente ligados a rutas que permiten la proliferacion celular. Por el
contrario, los genes supresores de tumores ejercen un control negativo sobre la
progresion del ciclo celular cuando existe la posibilidad de que en éste se presenten
errores. En este caso, la pérdida de funcién predispone al desarrollo de cancer. Por
ultimo, los genes de reparacion del DNA impiden la generacion de inestabilidad
genética mediante multiples mecanismos, evitando que el dafio manifestado en esta
molécula se transfiera a la siguiente generacién de células [7]. Al igual que los genes

supresores, su pérdida de funcién es un factor de predisposicion al desarrollo tumoral.

En la carcinogénesis, la etapa de iniciacion involucra la adquisicion de multiples
alteraciones al DNA, que confieren a la célula ventajas en crecimiento y proliferacién.
Aun con la existencia de puntos de monitoreo distribuidos en la transicién de las
diferentes fases del ciclo celular, la exposicidn constante a agentes carcindbgenos
impide su adecuado funcionamiento. De esta manera, el avance a través del ciclo es un

fendbmeno comun para la célula transformada.

El efecto de la IC varia dependiendo del momento en el que se presente. Si durante la
formacion de células germinales (meiosis) existen errores en el mecanismo de
segregacion que originen gametos aneuploides, el cigoto conformado a partir de un
gameto de este tipo proyecta la inestabilidad a las células que se originen

posteriormente, dafo que resulta letal. En los seres humanos, las aneuploidias son las

Miguel Santibafiez Andrade 3 1



Determinacion del efecto del polimorfismo MAD1 1673 G—A en el funcionamiento del punto de monitoreo del huso mitético

Mayo 7, 2013

causantes del 20% de los abortos espontaneos. Los unicos eventos de aneuploidia que
no detienen el desarrollo son ciertas combinaciones de cromosomas sexuales (que
pueden derivar en Sindrome de Turner y de Klinelfelter, por ejemplo) y las trisomias 13
(Sindrome de Patau), 18 (Sindrome de Edwards) y 21 (Sindrome de Down) [48]. Sin
embargo, los defectos que se manifiestan en estos individuos incluyen malformaciones,

infertilidad y retraso mental, ademas de reducir la esperanza de vida.

Cuando el mecanismo de segregacién no funciona adecuadamente en células ya
diferenciadas y se presentan los eventos de aneuploidia, se puede promover la
transformacién maligna. Se ha comprobado que diversos tumores sodlidos estan
compuestos de células que presentan diferencias en el nUmero de cromosomas que
contienen [106]. Ademas, diversas lineas celulares de cancer manifiestan pérdidas vy
ganancias de cromosomas completos durante la division [83]. También se ha asociado
la frecuencia de aneuploidias con la agresividad del tumor y resistencia al tratamiento

[107].

Los cariotipos en tumores soélidos son altamente variables. Su niumero cromosémico
oscila entre 40 y 60 cromosomas, y en algunos casos llega a ser de 70 [108]. Este
cariotipo puede mantenerse estable por un determinado numero de generaciones [61].
En otros casos, las células manifiestan IC, haciendo inestable su cariotipo [83]. En la
célula, los cambios constantes en el contenido cromosémico se asocian a cambios
fenotipicos que tienen efecto en el desarrollo tumoral, ademas de promover la
quimioresistencia [109]. Asi mismo, se sabe que la aneuploidia y la IC son eventos

mucho mas comunes en tumores secundarios, comparado con tumores primarios [110].
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Defectos en el funcionamiento de los centrosomas han servido para distinguir las
lesiones pre-invasivas de aquellas de bajo grado. También existe evidencia de
amplificaciones centrosémicas en tumores benignos, producto de la sobre-expresion del
complejo CICLINA E/CDK2, o de la inhibicion de P21 sugiriendo que estas alteraciones

pueden ocurrir tempranamente en el proceso de transformacion [111].

La cinasa AURORA A también es un factor promotor de la transformacion en varios
tipos de tumores. Cuando esta sobre-expresada, contribuye a la generacion de IC y a la
progresion tumoral. Scagliotti y colaboradores, evaluaron la expresiéon de AURKA en
muestras de pacientes con cancer de pulmoén de células no pequefas y lo compararon
contra el tejido adyacente no canceroso. En muestras de pacientes con cancer de
pulmén se reportd una expresion aumentada de AURORA A en tumores diferenciados y
adenocarcinomas, comparada con tejido normal. Aunque la diferencia de expresién no
tuvo impacto sobre la supervivencia de los pacientes, actualmente se han desarrollado

inhibidores de AURORA A para impedir esta cascada en células cancerosas [112-113].

Polimorfismos de DNA

En la naturaleza existen organismos de la misma especie que difieren en algunos
aspectos de su apariencia. La vision mendeliana de la genética sobre los caracteres
que conforman a los seres vivos permitid, en un principio, establecer una clasificacion
de alelos (variantes genéticas que promueven diferentes estados del caracter). De tal
manera que su manifestacion podia ser, con base en la capacidad de expresarse

fenotipicamente, dominante o recesiva. Silvestre (cuando se habla del alelo mas
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representado y estable en la poblacién) o mutante (cuando ha sufrido un cambio,

producto de errores en la transmisién de la informacién genética).

En la actualidad, se ha reconocido la existencia de multiples alelos para un gen, cada
una con un efecto diferente en el fenotipo [114]. Por lo tanto, es inadecuado denominar
‘silvestre’ a un alelo, cuando existen otras variantes alélicas que no confieren ventaja o

desventaja alguna al organismo [115].

Cuando multiples alelos coexisten en un locus como componentes estables de la
poblacién, se dice que ese gen presenta polimorfismos. Un alelo es considerado

polimdrfico si esta presente con una frecuencia de al menos 1 % en la poblacién.

Los polimorfismos pueden manifestarse en las caracteristicas fisicas de un individuo
(fenotipo), en formas variantes de proteinas donde se modifica su actividad enzimatica
o afinidad de unién (polimorfismo bioquimico), en caracteristicas morfologicas vy
estructurales de los cromosomas, como la longitud de la heterocromatina centromérica
(polimorfismo cromosomico), o en diferencias en la secuencia de nucleétidos existente
en el DNA (polimorfismos de DNA). Cuando los polimorfismos no promueven cambios,

se dice que son neutrales o silenciosos [1, 114, 116].

Aunque no es evidente fenotipicamente, el alelo considerado silvestre puede ser
polimdrfico. Multiples versiones del alelo silvestre pueden ser distinguidas por
diferencias en su secuencia que no afectan su funcion, es decir, no tienen un efecto

visible [7].
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Existen dos tipos de polimorfismos de DNA: polimorfismos de longitud de secuencia
(simple sequence length polymorphism, SSLP) y polimorfismos de un solo nucleétido

(single nucleotide polymorphism, SNP) [1, 117].

Los SSLPs son variantes alélicas que difieren en el numero de repeticiones en tandem
de secuencias de nucledétidos en DNA no codificante. Estas pueden ser repeticiones en
tandem de secuencias cortas (STR, short tandem repeats) o repeticiones en tandem de
secuencia variable (VNTR, variable number of tandem repeats). Las STRs son
unidades de 1 hasta 4 pares de bases repetidas de 3 a 10 veces (microsatélites). En
este caso, las repeticiones son usualmente de Citosina-Adenina en la cadena 5 >3’ y
alternancia de Citosina-Guanina y Adenina-Timina en doble cadena. Por otro lado, las
VNTRs (minisatélites), consisten en unidades repetidas de 20 a 200 pares de bases

[118].

Los SNPs son variantes alélicas que difieren en un solo nucledtido en una posicion
especifica, representando una fuente importante de variacion genética [119]. Con el fin
de realizar estudios funcionales, los SNPs pueden agruparse, formando haplotipos para

examinar la variacion alélica a gran escala, como el caso de genes completos.

El estudio de SNPs tiene impacto en la biologia por diferentes razones. Cuando un SNP
se encuentra en una region génica funcional, puede conferir diferencias en la expresién
y estructura proteica, que puede conferir un riesgo al desarrollo de enfermedades. La

presencia de SNPs también puede marcar diferencias genéticas causantes de fenotipos
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de interés en la practica clinica. Finalmente, los SNPs son utiles para estudiar la tasa
mutacional, permitiendo la construccion de la historia evolutiva de las especies [120].
Estimaciones actuales reportan que un SNPs con una frecuencia alélica menor de al
menos 1% puede encontrarse cada 200-300 pb en el genoma [121-122]. Se ha
calculado que al comparar el genoma tan sélo de dos seres humanos, una de cada
1330 bases difiere. Definido por sus SNPs, cada ser humano es unico. Un objetivo del
mapeo genético es registrar y catalogar todas las variantes existentes en el DNA en los
seres humanos [123]. La frecuencia observada de SNPs por genoma predice que,
tomando al ser humano como modelo de estudio, es decir, comparando los genomas
de cada persona, deben existir mas de 15 millones de SNPs con una frecuencia alélica
mayor al 1 %. En 2001 fueron aproximadamente 1.4 millones han sido identificados
[124]. Sin embargo, el estudio del International HapMap Consortium detecté en 2007

mas de 3 millones de SNPs [125].

Los SNPs se clasifican por el cambio generado en transiciones (cuando el cambio es
purina por purina o pirimidina por pirimidina) o transversiones (purina por pirimidina o
viceversa). Con respecto al efecto fenotipico se clasifican en sinénimos (cuando no
alteran el aminoacido a traducir), no sinébnimos (cuando afectan la secuencia de
aminoacidos en la proteina). Los SNPs pueden influenciar la actividad promotora
(expresion génica), la conformacion del RNA mensajero (estabilidad) y la localizacion

subcelular de mRNAs y proteinas [126].

Con fundamento en esta informacion, y enfatizando el papel de los polimorfismos de

DNA, es posible decir que los genes pueden presentar polimorfismos que no alteran la
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secuencia de la proteina; polimorfismos que alteran la secuencia de aminoacidos en la
proteina sin alteran su funcion; polimorfismos que pueden alterar la funcién de la
proteina, dando origen a variantes con diferentes niveles de actividad y polimorfismos
que pueden dar origen a proteinas no funcionales [7]. Es importante sefalar que la
presencia de polimorfismos puede representar a largo plazo una ventaja evolutiva,
promoviendo variantes de respuesta ante condiciones ambientales adversas o ante otra

serie de cambios que no podrian ser soportados al existir uniformidad genética [115].

MAD1. Estructura, funciéon e importancia

El primer trabajo en el que se determind la presencia de MAD1 en humanos fue
reportado en 1998 por el grupo de Jin y colaboradores [127]. A MAD1 se le nombro
provisionalmente TXBP181 (tax-binding protein 181). Este estudio se enfocd a
determinar el papel de la TAX (portada por el virus 1 de leucemia de células T, HTLV-1)
en la formacidon de células multi y micronucleadas. Se reporté que el mecanismo por el
cual se generaba esta condicion se debia a la union TAX-TXBP181. Esta interaccién
inhibia la formacion de homodimeros de TXBP181. Al comparar la secuencia de
aminoacidos de TXBP181 con las secuencias existentes en bases de datos, se
descubrié que la homologia con la proteina MAD1 en levaduras era muy elevada.
Ademas, mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion, se establecié que TXBP181
interactia con MAD2. Estos hallazgos permitieron establecer que TXBP181 era en

realidad la proteina MAD1 en humanos.

El gen MAD1 esta localizado en el brazo corto del cromosoma 7 (7p22) y tiene una

longitud de 2754 pb [128]. Se han encontrado tres variantes de su transcrito que
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codifican para la misma proteina (MAD1), la cual presenta una estructura coiled-coil de
83 kDa altamente conservada desde levaduras hasta humanos. Esto sugiere que su
papel en la transduccion de sefiales llevada a cabo en el PMHM es de suma
importancia en todos los organismos eucariontes. Compuesta de 718 residuos de
aminoacidos, MAD1 presenta una region caracterizada como sefial de localizacion
nuclear (aa 381-400) y dos zippers de leucina entre los aminoacidos 501-522 y 557-571

(Fig. 6) [129].

\-ﬂ-ﬂ 718 aa

Coiled-coil

a aa 501-522
a381-400 aa557-571

Figura 6. Esquematizacion de las regiones de la proteina MAD1. El extremo N-terminal contiene la
region coiled-coil necesaria para la localizacion en el cinetocoro, mientras que el extremo C-terminal

contiene la regién necesaria para unir a la proteina MAD2.

Como componente del PMHM y presente como un homodimero, MAD1 interactua con
MAD2 por medio de su dominio C-terminal, esto permite la formacion de una estructura
tetramérica 2:2 [54, 130]). En esta conformacién, MAD1 y MAD2 son inmovilizadas en
la envoltura nuclear, siendo hasta el final de la profase el momento en el que el
tetramero se libera para migrar hacia los cinetocoros sin unién a microtubulos [130-
132]. A diferencia de todos los componentes del PMHM, la uniéon de MAD1 al cinetocoro
(mediada por su extremo N-terminal) es muy estable, esto permite que en la
prometafase, MAD1 y MAD2 sean rapidamente localizadas en la corona fibrosa [133-

134]. El transporte de MAD2 a los cinetocoros sin uniéon a microtubulos es mediado
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exclusivamente por la interaccion existente con MAD1. Por esta razon, esta proteina es
de suma importancia para el arresto del ciclo celular en metafase, ya que promueve la
disponibilidad de MAD2 en el cinetocoro para la conformacion del MCC y el posterior
secuestro de CDC20, inhibiendo asi la funcion de APC/C vy, por lo tanto, la progresion a

la anafase [54].

MAD1 y CDC20 son las unicas proteinas que forman complejos con MAD2. Al
comparar las regiones en la que se presenta esta interaccion, se determind que existia
una alta similitud [133]. Ademas, las uniones MAD1-MAD2 y CDC20-MAD2 se llevan a
cabo en ausencia de las demas proteinas del PMHM in vitro. Cuando MAD2 se une
tanto a MAD1 como a CDC20 adopta una conformacién conocida como cerrada (C-
MAD2), mientras que al mantenerse sin unidén a estos ligandos mantiene la
conformacién abierta (O-MAD2). La diferencia entre ambas conformaciones de MAD2
reside en un cambio estructural que presenta en su region conocida como el ‘cinturén

de seguridad’ (safety belt), ubicada en el extremo C-terminal (50 aminoacidos) [135].

La unién MAD1-MAD2, y por lo tanto la promocion de la conformacién cerrada, funciona
como un templado para el reclutamiento de MAD2 libre (O-MAD2) en el cinetocoro
capaz de unirse a CDC20. Una vez que se lleva a cabo esta union, C-MAD2-CDC20
amplifica la sefial de reclutamiento [136]. Si bien es cierto que las dos conformaciones
de MAD2 se reconocen, esto solo sucede en el cinetocoro, no en el citosol. Una
proteina de unién a C-MAD2 denominada p31%°™"' se moviliza junto con MAD1-C-
MAD2, lo que impide que O-MAD?2 interactue con C-MAD2 hasta que exista un anclaje

del complejo en la corona fibrosa. Cuando el tetramero se establece, p31°°™! se disocia
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para permitir la captacion de MAD?2 libre y asi, continuar la transduccion de senales que

promueven el arresto [31].

Una vez que todos los errores han sido corregidos, la sefial de silenciamiento del
PMHM comienza a manifestarse. La inhibicion del reclutamiento de MAD2 mediada por
MAD1 envuelve nuevamente a p31°°™* compitiendo con O-MAD2 en la unién a MAD1-
C-MAD2 y a CDC20-C-MAD2. Esto promueve la presencia de CDC20 libre para
interactuar con APC/C. la disociaciéon del cinetocoro de MAD1 y MAD2 y su
redistribucién a los polos del huso se lleva a cabo por el complejo DINEINA-DINACTINA

[31, 131, 137-138].

El polimorfismo MAD1 1673 G2>A

En un estudio realizado por Nomoto y colaboradores en 1999, se reportd un
polimorfismo en el nucleétido 1673 de la secuencia génica de MAD1, perteneciente al
codon 558 [93]. Este polimorfismo, ubicado en el exén 17, sustituye una guanina (G)
por un adenina (A), lo que ocasiona una modificacion en la secuencia de aminoacidos
(Arginina, R - Histidina, H) (Fig. 7). Utilizando el cancer de pulmdén como modelo
experimental, este trabajo se enfocd a investigar el potencial de MAD1 en el desarrollo
tumoral. Se examinaron 49 biopsias de cancer de pulmén (carcinomas de células
pequefias y no pequefias, adenocarcinomas y carcinomas de células escamosas) y 156
biopsias de tejido normal (incluidas las 49 correspondientes a los casos de cancer) con
el objetivo de detectar modificaciones en la secuencia génica. En los casos analizados,
se reportaron siete modificaciones. Dos de ellas, presentes en un solo caso, fueron

postuladas como posible mutacion somatica y posible mutacion germinal
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respectivamente. De las cinco modificaciones restantes, consideradas como
polimorfismos, la mas comun no tuvo manifestacion en el fenotipo, mientras que la
menos comun fue el polimorfismo 1673 G>A (Fig. 8-a). En otro estudio con 19 lineas
celulares de cancer de colon realizado el mismo afo por Cahill y colaboradores no

fueron descritas nuevas alteraciones para MAD1 [92].

16! 171 18  19+?

I ]
23k 124k 213k 227k Lo

558 576
...§CC agg cag cgc ctg cge gag gac cac age cag ctg cag geg gag tgc gag cga ctg cge ggg cte ctg cgce...

ARQRLVR E DH SQLQATETCE RIT.RGLLR
Zipper de Leucina
...BCC AgE Cag cge ctgicac gag gac cac agce cag ctg cag geg gag tgc gag cga ctg cge ggg cte ctg cgc...
ARQRLHETDHSQLQAETCERLTR RGLLR

. o W
Zipper.de Leucina

S

Figura 7. Representacion esquematica del polimorfismo MAD1 1673 G>A, ubicado en el exén 17.

No fue sino hasta dos afos después, en 2001, que Tsukasaki y colaboradores
analizaron 44 lineas celulares de cancer de humano, encontrando 15 modificaciones
adicionales en el gen. En este trabajo, el polimorfismo MAD1 1673 G->A tenia una
mayor representacion, aunque el efecto biolégico aun no habia sido evaluado (Fig. 8-b)

[96].
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El unico reporte que ha intentado evaluar el efecto del polimorfismo en el desarrollo de
la mitosis fue realizado por Ilwanaga y colaboradores en 2002. En 23 muestras de
diversos tipos de cancer se encontraron seis alteraciones diferentes a las reportadas
con anterioridad, y el polimorfismo MAD1 1673 G—>A estuvo presente en mas del 50 %
de éstas. En este estudio se determind que la interaccién entre MAD1 y MAD2 era
promovida por la presencia de los dos zippers de leucina (entre los aminoacidos 501-
522 y 557-571) en MAD1. Se establecidé que al presentarse el polimorfismo, el cambio
en la secuencia de aminoacidos (R->H) impedia la adecuada formacion de un zipper de
leucina, alterando esta interaccidn. Analizando 9 lineas celulares de cancer de colon, la
frecuencia del polimorfismo fue del 66%. A partir de estas mismas lineas celulares se
realizaron transfecciones con la intencion de sobre-expresar la proteina silvestre y la
proteina polimorfica, llegando a la conclusiéon de que aquellas células transfectadas
para producir la proteina silvestre promovian un mayor arresto del ciclo celular en
metafase (Fig. 8-c). Al determinar el genotipo a partir muestras de sangre periférica de
individuos aparentemente sanos, no encontraron individuos homdécigos para el
polimorfismo, sugiriendo que esta condicidon se presentaba sélo en células malignas

como resultado de la pérdida de heterocigocidad.
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Figura 8. a) Primer reporte del SNP MAD1 1673 G—>A realizado en biopsias de cancer de pulmoén [93]. b)
Determinacién del polimorfismo en diversas lineas celulares de cancer [96]. c) indices mitdticos

resultantes de transfecciones de la proteina silvestre en la linea celular de cancer de colon SW480 [129].

Cancer de ovario

El cancer epitelial de ovario (CEO) es uno de los tumores mas frecuentes a nivel
mundial, representando el 5% de la mortalidad por cancer. En 2008 se catalogé como la
tercera neoplasia ginecolégica mas frecuente con 225, 000 casos nuevos y 140,200
muertes [139]. A nivel nacional, de los 100,094 casos reportados en el Registro
Histopatologico de Neoplasias Malignas de 2003, el 2.64% corresponde a CEO,

representando la cuarta causa de muerte por cancer en la poblacion femenina [140]. En
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el INCan, el CEO ha sido catalogado como uno de los tumores ginecolégicos mas

frecuentes, ocupando el tercer lugar.

En la mayoria de los casos, el CEO se diagnostica en mujeres posmenopausicas, con
una edad promedio entre 50 y 70 afos. Cerca del 70% de las pacientes se presentan
con enfermedad avanzada al diagndstico, siendo los tumores epiteliales la histologia

mas frecuente (80-90%) [140-143]

Una herramienta util tanto para el diagnéstico como para determinar la extensién de la
enfermedad, es el marcador tumoral CA125. EI CA125 es una dglicoproteina
perteneciente a la familia de las mucinas, de alto peso molecular (aproximadamente
200 kD). Se produce de manera normal en estructuras como el mesotelio, las trompas
de Falopio, el endocérvix y el fondo vaginal. Este marcador se encuentra elevado en
mas del 80% de los casos. Aunque puede elevarse en algunas condiciones benignas y
otras neoplasias no ginecoldgicas, el CA125 es un indicador util para la determinacién
de la actividad tumoral, respuesta al tratamiento y recurrencias tempranas [144]. En
cuanto a los estudios de imagen, la tomografia tiene una sensibilidad de 92.3%,
especificidad de 79.3%, valor predictivo positivo de 67% y negativo de 96%. Es util para
detectar ascitis, carcinomatosis peritoneal y enfermedad mesentérica, aunque se
encuentra limitada en la evaluacion de implantes esplénicos, enfermedad vesical e

implantes peritoneales menores de 2 cm [145-146].

La etapificacion del CEO se basa en el sistema de la International Federation of

Gynecology and Obstretics (FIGO) establecido en 1988 y actualizado en 1998. De
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acuerdo a esta clasificacion, las etapas avanzadas corresponden a los estadios clinicos

ll'y IV (Tabla 2) [148].

Tabla 2. Etapificacion quirdrgica del cancer de ovario de acuerdo a la FIGO.

Tratamiento del cancer de ovario avanzado. El papel de la quimioterapia de
induccion
La base del tratamiento para el CEO es la citorreduccion 6ptima, que de lograrse tiene

un impacto positivo en la supervivencia. Por ser una neoplasia quimiosensible, el
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tratamiento adyuvante ha incrementado tanto la supervivencia global como el periodo
libre de enfermedad. Cuando la citorreduccibn no es posible, se suministra
quimioterapia de induccién. La respuesta a quimioterapia de induccion se manifiesta en
aproximadamente un 70% de pacientes con enfermedad avanzada, y es altamente
efectiva en enfermedad de menor volumen. Actualmente, la combinacion de cirugia
citorreductora, quimioterapia, y el surgimiento de opciones de tratamiento sistémico
para enfermedad recurrente, han contribuido al aumento en la supervivencia a 5 afos

para las etapas lll y IV, incrementandola hasta casi un 30% [147-148].

El objetivo de la citorreduccion quirurgica es remover los tumores necréticos
voluminosos con pobre aporte sanguineo que se encuentran en fase de crecimiento
lento, con la intencién de ocasionar una mayor sensibilidad a la quimioterapia. El
término citorreduccion éptima se ha redefinido a través del tiempo, pero actualmente se
denomina asi a la cirugia que logra una enfermedad residual menor de 1 cm. Esta
definicion es aceptada y utilizada por el Gynecologic Oncology Group (GOG) en su
informe de resultados de ensayos clinicos. Se ha demostrado que un tumor residual de
mayor tamano se asocia a un efecto negativo en la supervivencia. Un estudio realizado
por Bristow y colaboradores encontré que por cada incremento del 10% en la

citorreduccion, la mediana de supervivencia aumenta 5.5% [149-150].

En principio, todas las pacientes con enfermedad avanzada son candidatas a cirugia
citorreductora primaria [151]. Sin embargo, la cirugia no puede realizarse en pacientes
con pobre estado funcional, incapaces de someterse a un tratamiento quirurgico

agresivo, con enfermedad hepatica parenquimatosa, involucro ganglionar retrocrural o
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supraclavicular y metastasis mediastinales o pulmonares. Dado que no existen criterios
definitivos de irresecabilidad, un porcentaje importante de pacientes deben someterse
primero al tratamiento quimioterapéutico, para después de 2 o 3 ciclos someterse a
laparotomia de intervalo con intento de citorreduccion. A este abordaje se le denomina

quimioterapia de induccion.

Las ventajas potenciales de la quimioterapia de induccién son: reducciéon del impacto
negativo de la cirugia debido a un decremento en el volumen tumoral, mejoria del
estado funcional y nutricional con la regresién tumoral, y resolucion de la ascitis con
mejoria en la recuperacion posquirurgica. Un reto en el manejo de la enfermedad
continia siendo el establecimiento de criterios que permitan predecir que pacientes
seran irresecables con tratamiento quirdrgico inicial. Actualmente, el nivel basal de
CA125, el volumen de ascitis y diversos criterios radiolégicos no han suficientemente
efectivos para la identificacion de estos pacientes. Estudios que comparan cirugia
primaria contra quimioterapia de induccion seguida de cirugia apoyan el valor del

tratamiento con induccion [152].

El tratamiento de quimioterapia estandar en enfermedad avanzada se basa en el uso de
carboplatino y paclitaxel (CBP-PTX) por 6 ciclos, resultando en una mediana de
supervivencia libre de enfermedad de 20.7 meses, y una mediana de supervivencia
global de 56.7 meses. El esquema se divide en tratamiento de induccion y
quimioterapia posterior a la citorreduccién primaria éptima. En el primero se ofrece un
esquema basado en platinos y taxanos: 3 ciclos previos al tratamiento quirurgico y 3

ciclos después de la cirugia. Para el caso de la quimioterapia posterior a la
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citorreduccion o6ptima primaria, se ofrece un esquema de 6 ciclos de adyuvancia.
Aunque en principio la via de administracion es intravenosa, se ha reportado mejoria en
la supervivencia con la administracion de quimioterapia intraperitoneal basada en CBP

[153-155].

Mecanismos de accion y resistencia al cisplatino y sus analogos

El potencial para ocasionar muerte celular de los compuestos platinados fue
descubierto por Rosenberg a mediados de la década de los sesenta. El cis-diamino-
dicloroplatino (II) (CDDP), o comunmente llamado cisplatino, es el prototipo de esta
familia de agentes. Su analogo, el CBP, tiene el mismo rango de actividad clinica, sin
embargo, es menos nefrotéxico y emetogénico. Aunque existe diferencia entre las
moléculas de CDDP y CBP, una vez que sus grupos residuales son disociados
funcionan de manera similar: inducen muerte celular principalmente a través de la
formacion de aductos covalentes bifuncionales con el DNA, que pueden ser intra o
intercatenarios. Los aductos intracatenarios N7-d (GpG) corresponden casi al 60%, los
aductos N7-d (ApG) al 30%, los aductos N7-d (GpXpG) representan el 10% y otros
aductos tienen un presencia menor al 2% del total. El nivel de DNA dafiado se asocia
directamente con el nivel de muerte celular, independientemente del tipo de aducto. La
resistencia a compuestos platinados es mediada por dos grandes mecanismos: 1) falla
en la cantidad suministrada que permita un dano suficiente al DNA y 2) falla para
ocasionar muerte celular una vez formados los aductos. Muchas células resistentes
muestran un fenotipo alterado en vias involucradas como captacion del farmaco,

reconocimiento-reparacion del dafio al DNA y apoptosis [147, 156].
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Mecanismos de accion y resistencia a taxanos

Los microtubulos son estructuras dinamicas que juegan un papel importante en la
division, transporte de organelos y vesiculas, sefalizacion, estructura del citoesqueleto
y polaridad celular. Se componen de protofilamentos lineares de heterodimeros de
tubulina, polimerizados y arreglados en forma paralela alrededor de un eje cilindrico. La
polimerizacidn dinamica de los microtubulos es mediada por un proceso de nucleacion
y elongacion llevado a cabo por dos mecanismos basicos: el primero consiste en el
crecimiento neto en un extremo y el acortamiento del extremo opuesto, mientras que el
segundo, conocido como mecanismo de inestabilidad dinamica, se refiere un cambio
espontaneo de los microtubulos entre estados de crecimiento lento sostenido y rapido

acortamiento [157].

El taxol, o paclitaxel (PTX), se caracteriz6 como el constituyente activo del arbol Taxus
brevifolia en 1971. Aun con las dificultades iniciales para aislar y extraer a gran escala
un producto natural de pobre solubilidad de una fuente limitada, el conocimiento del
mecanismo de accidén hizo que se mantuviera el interés por este compuesto. El
paclitaxel se une a la superficie interior del lumen del microtubulo, en sitios
completamente distintos a los requeridos para el intercambio de GTP por GDP por la
colchicina, podofilotoxina y alcaloides de la vinca [158]. Los taxanos son capaces de
alterar el indice de disociacion de tubulina en ambos extremos del microtubulo,
suprimiendo los mecanismos dinamicos principales. La capacidad de inducir arresto
mitético ocurre a concentraciones de orden nanomolar. La resistencia a taxanos se

encuentra asociada al transportador ABC1 (adenosine triphosphate binding cassette 1),
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a ABCB4 (MDR2), a alteraciones estructurales en TUBULINA, a mutaciones en genes
para isotipos de la TUBULINA y a la presencia de amplificaciones genéticas y cambios

de isotipos [147, 158].

Factores prondsticos en cancer epitelial de ovario avanzado

A pesar de la relevancia de los factores prondsticos clasicos en CEO avanzado, el
entendimiento de la patogénesis molecular de la enfermedad ha sido util para identificar
nuevos biomarcadores que faciliten el diagndstico temprano, la prediccidon de repuesta

al tratamiento y el prondstico [160].

La etapa clinica sigue siendo la variable de prondstico mas importante: los estadios
clinicos Ill y IV se asocian con supervivencia a largo plazo de 35 y 10%
respectivamente. En el caso del grado histoldgico, la histologia mucinosa o de células
claras confieren un prondstico adverso. El tamano del tumor residual posterior a la
cirugia citorreductora impacta significativamente en la supervivencia. En pacientes en
los que se logra la citorreduccidén Optima, la mediana de supervivencia es de 25-40
meses y disminuye hasta 10-18 meses en caso de existir enfermedad residual mayor.
El significado prondstico de la edad es bien conocido: la mediana de supervivencia es al

menos 2 aios mayor en pacientes menores de 65 o mas afios [147, 161].

La evaluacion de respuesta al tratamiento en oncologia, se realiza de acuerdo a
definiciones estandar como los criterios de RECIST (Response Evaluation Criteria in
Solid Tumors), donde el volumen tumoral posterior a la quimioterapia es el principal

factor. Sin embargo, en pacientes con CEO la ausencia de enfermedad medible es
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comun. Debido a esto, el marcador tumoral CA125 es una opcion. El nivel sérico de
CA125 refleja el volumen tumoral, y en quimioterapia de induccion, es valioso para
optimizar el manejo, al ser un indicador temprano de respuesta al tratamiento y
supervivencia. El valor de CA125 establecido para determinar repuesta a la

quimioterapia es de 35 U/ml o menor [162-165]

Se han evaluado nuevos factores prondsticos moleculares. La mayoria han sido
identificados en estudios retrospectivos y otros durante estudios experimentales de
biologia tumoral del CEO. Estos factores incluyen ploidia del DNA, fraccién celular en
fase S, marcadores de proliferacion celular, inestabilidad genética, resistencia a
apoptosis, capacidad de invasion local, metastasis y angiogénesis. No obstante, estos
marcadores aun no son utilizados de manera rutinaria para la toma de decisiones

terapéuticas [166-168].

En el proceso de transformaciéon maligna del epitelio ovarico intervienen alteraciones
genéticas y epigenéticas, que conllevan a un fenotipo maligno y, por lo tanto, a la
pérdida de control sobre la proliferacion, al desarrollo de inestabilidad genética,
resistencia a apoptosis, potencial invasivo, metastasis y angiogenésis. Estas
alteraciones, ademas de asociarse a la biologia tumoral, pueden asociarse a la
resistencia al tratamiento antitumoral. Cerca del 20% de los tumores epiteliales de
ovario son resistentes al tratamiento quimioterapéutico de primera linea a base de CBP-
PTX. La busqueda de factores predictivos ha incluido la determinacién de polimorfismos
en genes que codifican para proteinas involucradas en el mecanismo de accion de los

farmacos antineoplasicos [169].
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Polimorfismo MAD1 1673 G—>A y su posible asociacion con la respuesta al
tratamiento con paclitaxel

El estudio realizado por lwanaga propuso que el polimorfismo de MAD1 podria afectar
la union MAD1-MAD2, alterando el funcionamiento del PMHM [129]. Células
transformadas portadoras del polimorfismo tienen un menor arresto en metafase
cuando son expuestas a compuestos que inhiben la maquinaria de segregacion
cromosomica. Algunos compuestos con este mecanismo de accion son utilizados en la

practica clinica para el tratamiento de diversos tipos de cancer.

Actualmente se sabe que el tratamiento con agentes anti-microtubulos requiere de un
PMHM estable y funcional para ocasionar muerte celular. Células con la incapacidad de
generar un arresto en mitosis pueden dividirse (independientemente del estado del
huso mitotico), generando células aneuploides, o evadir la division, haciéndose

poliploides e incrementando el riesgo a desarrollar IC [170].

En la practica clinica, el estudio de SNPs tiene relevancia a nivel del tratamiento.
Recientemente, el esquema de medicina personalizada pretende (mediante el
conocimiento de factores genéticos de riesgo) disenar estrategias terapéuticas basadas
en caracteristicas individuales, incrementado la efectividad y reduciendo la toxicidad
[171]. El estudio del polimorfismo MAD1 1673 G->A en tumores cuyo abordaje
terapéutico implica el uso de agentes que interfieren con la segregacion puede tener
relevancia clinica, permitiendo un manejo adecuado y objetivo en pacientes con cancer

portadores de la variante. Un ineficiente arresto asociado al polimorfismo MAD1 1673
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G—>A puede ser informaciéon importante al determinar el esquema de tratamiento. Este
SNP puede ser un factor a considerar en la quimioterapia basada en compuestos cuyo
mecanismo de accidén se basa en la detencidon del ciclo celular en metafase, como los

alcaloides de la vinca y taxanos.

JUSTIFICACION

El polimorfismo MAD1 1673 G—>A tiene un efecto en el arresto en mitosis de lineas
células transformadas. Sin embargo, los modelos experimentales reportados utilizan la
expresion exdégena como mecanismo para inducir esta condicién. Actualmente no
existen estudios que evaluen el efecto del polimorfismo en células normales que
evaden el arresto, donde la principal consecuencia bioldgica es la generacion de células
aneuploides con IC. La localizacion y activacion de MAD2 es promovida por la unién
con MAD1. Esta funcion es determinante en el PMHM. La presencia del polimorfismo
puede ser un factor importante en el proceso de segregacion cromosoémica. Se
desconoce la frecuencia del SNP en poblacion sana, por lo que no es posible concluir

que la transicién es resultado del proceso de transformacién maligna.

Actualmente, el manejo terapéutico del CEO representa el mayor desafio en las
neoplasias ginecologicas. Cerca del 70% de los casos se diagnostican en etapas
avanzadas, de los cuales solo 35% sobrevive a 5 afios. En etapas avanzadas, el
esquema de tratamiento combina la cirugia y la quimioterapia. La investigacion
oncoldgica enfocada a predecir la eficacia y toxicidad de farmacos basada en un perfil
genético se ha incrementado. Sin embargo, son pocos los estudios clinicos enfocados a

la deteccion de nuevos factores prondsticos e indicadores de respuesta al tratamiento
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con quimioterapia de induccién en cancer de ovario avanzado. El estudio de factores
genéticos como una fuente potencial de variables predictivas de respuesta a
quimioterapia de induccion es importante. Ademas, se puede establecer una sinergia
con la evaluacion del unico factor confiable en el abordaje de las pacientes con cancer
de ovario avanzado (PCOA): la respuesta bioquimica basada en la determinacién del

marcador tumoral CA125.

RELEVANCIA E IMPACTO

Analizar el impacto que tiene el polimorfismo MAD1 1673 G—>A en el arresto del ciclo
celular en metafase en células normales puede ser de gran utilidad en la biologia del
PMHM. El mayor impacto reside en determinar la consecuencia biolégica posterior a la
division cuando las células presentan el reto de activar el mecanismo. Identificar la
generacion de aneuploidias y el posible mecanismo por el cual se generaron, sera una
evidencia util para reafirmar el papel de la IC como un factor promotor del desarrollo

tumoral.

La identificacion de factores genéticos de diagndstico temprano, prondstico y prediccion
de respuesta al tratamiento son estrategias recientes para el manejo del cancer. La
variacion interindividual en la respuesta a quimioterapia no puede explicarse
unicamente por factores clinico-farmacolégicos. ElI conocimiento de factores genéticos
asociados al mecanismo de accion de los farmacos puede ser determinante para
explicar la eficacia y toxicidad a la quimioterapia, donde en ocasiones los factores

clinicos pierden precision.
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El reconocimiento de nuevos biomarcadores permitira estratificar a los pacientes en
grupos con posibilidades distintas de responder a la terapia. Esta condicion sera util en
la toma de decisiones terapéuticas, ofreciendo esquemas que no estén comprometidos
por el perfil genético, incrementando la posibilidad de respuesta patolégica y reduciendo

la toxicidad.

El manejo sistémico de las pacientes con cancer de ovario avanzado se basa en el uso
de platino y taxanos. EIl SNP MAD1 1673 G—>A puede jugar un papel importante en el
control de la segregacion en el PMHM, y, por tanto, modular la respuesta al tratamiento
con quimioterapia de induccion basada en PTX. El estudio y aplicacion clinica de este
SNP como predictor de la resistencia o sensibilidad a la quimioterapia en CEO permitira
individualizar y optimizar tanto el manejo de pacientes, como las intervenciones

terapéuticas realizadas en la practica oncolégica rutinaria.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el efecto del polimorfismo MAD1 1673 G—>A en el funcionamiento del punto
de monitoreo del huso mitético y en la respuesta a la quimioterapia de induccién en
pacientes con cancer de ovario avanzado (PCOA) tratadas con carboplatino y paclitaxel

(CBP-PTX)?
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HIPOTESIS

El polimorfismo MAD1 1673 G—>A altera el punto de monitoreo del huso mitético,
ocasionando errores en la segregacion cromosdémica en presencia de un reto, como lo
es el tratamiento con agentes anti-microtubulos. Pacientes con cancer de ovario
avanzado (PCOA) portadoras del alelo silvestre (G) tendran una mejor respuesta al
tratamiento de quimioterapia de inducciéon basado en carboplatino y paclitaxel (CBP-

PTX), en comparacion con las pacientes portadoras del alelo polimérfico (A).

OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar el efecto del polimorfismo MAD1 1673 G—>A en el control de la segregacion
cromosdmica, asi como su influencia en la respuesta al tratamiento, sobrevida libre de
progresion y sobrevida global en pacientes con cancer de ovario epitelial avanzado

(PCOA) tratadas con carboplatino-paclitaxel (CBP-PTX)

Objetivos particulares
e Analizar la frecuencia del polimorfismo MAD1 1673 G—>A en una muestra de
poblacion sana.
e Determinar el efecto del polimorfismo MAD1 1673 G—->A en el arresto del ciclo
celular en metafase (mitosis).
e Evaluar el impacto del polimorfismo MAD1 1673 G->A en el control de la

segregacion cromosomica, mediante el uso de agentes que activan el PMHM.

Miguel Santibafiez Andrade 5 6



Determinacion del efecto del polimorfismo MAD1 1673 G—A en el funcionamiento del punto de monitoreo del huso mitético

Mayo 7, 2013

Determinar la frecuencia de aneuploidias por rezago cromosomico y eventos de
no disyuncion en células portadoras del polimorfismo MAD1 1673 G-A,
mediante el uso de agentes que activan el PMHM.

e Analizar la frecuencia del polimorfismo MAD1 1673 G—>A en una muestra de
pacientes con cancer de ovario avanzado (PCOA).

e Deteminar, en funcion del polimorfismo MAD1 1673 G->A, el grado de
aneuploidia en muestras tumorales de pacientes con cancer de ovario avanzado
(PCOA).

e Evaluar el efecto del polimorfismo MAD1 1673 G—>A en la respuesta, sobrevida

libre de progresion (SLP) y sobrevida global (SG) en pacientes con cancer de

ovario avanzado (PCOA) tratadas con carboplatino-paclitaxel (CBP-PTX).

DISENO EXPERIMENTAL

Para analizar la frecuencia del polimorfismo MAD1 1673 G—>A, tanto en una muestra de
poblacién sana como en PCOA, utilizamos DNA gendmico extraido de personas cuyas
caracteristicas se enlistan mas adelante. El analisis del genotipo se realiz6 por RFLP

(Restriction Fragment Length Polymorphism) y secuenciacion.

Con la intencién de determinar el efecto del polimorfismo MAD1 1673 G—>A en el
arresto del ciclo celular en metafase (mitosis), se realizd citometria de flujo y se
determind el indice mitético en cultivos primarios de linfocitos expuestos a nocodazol

(NDZ) [172].
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El NDZ es un benzimidazol carbamatado. Los benzimidazoles son compuestos
organicos aromaticos heterociclicos producto de la fusion de benceno e imidazol. Estos
compuestos son mas conocidos por su efecto anti-helmintico de amplio espectro. El
NDZ es un agente desestabilizador de microtubulos. S mecanismo de accién esta
dirigido a inhibir la asociacion de sub-unidades de TUBULINA (a y B) en el extremo
positivo de los microtubulos, mediante la unidon a residuos de arginina presentes en la 3-
TUBULINA. De esta manera, se impide la polimerizacion. Esta condicion altera la
dindmica de los microtubulos, ya que se bloquea la polimerizacion, mas no la

disociacion de sub-unidades de TUBULINA del extremo negativo [173-174].

Una técnica que permite evaluar indirectamente la capacidad de arresto en metafase es
el analisis del ciclo celular por citometria de flujo basado en el contenido de DNA. La
citometria de flujo es una técnica cuyo fundamento se basa en el movimiento de una
suspension de células por un haz de laser focalizado. Cuando el laser incide en la
célula, se dispersa, generando informacion como granularidad, tamafo y forma. Para
analizar el contenido de DNA se utilizan diversos fluoréforos, como yoduro de propidio,
que al ser excitados, generan datos que permiten establecer grupos de células dentro

de las transiciones G0-G1, S y G2-M (Fig. 9) [175].

El indice mitético se define como la proporciéon existente entre el niumero de células en
metafase y el numero de células sujetas a conteo (usualmente 1000). Al someter a los
linfocitos al tratamiento con NDZ, se activa el PMHM, promoviendo un arresto. De esta

manera es posible relacionar el indice mitdético con la funcionalidad del PMHM,

Miguel Santibafiez Andrade 5 8



Determinacion del efecto del polimorfismo MAD1 1673 G—A en el funcionamiento del punto de monitoreo del huso mitdtico

Mayo 7, 2013

infiriendo que un mayor numero de metafases refleja una mayor eficiencia del

mecanismo (Fig. 10).
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Figura 9. Histograma obtenido a partir del analisis del ciclo celular con base en el contenido de DNA,

mediante el software CELLQuest™ y ModFit™.

Figura 10. Linfocitos observados en microscopia de campo claro para la determinacién del indice

mitético. a) Células en metafase. B) Células en interfase.
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Con el objetivo de evaluar el impacto del polimorfismo MAD1 1673 G—>A en el control
de la segregacion cromosomica, se utilizd la técnica de micronucleos con citocinesis

bloqueada en linfocitos tratados con NDZ y PTX.

Cuando en la division celular existen cromosomas que no son reconocidos por los
microtubulos del huso, o se presentan rompimientos cromosomicos que originan
fragmentos acéntricos, la fidelidad de la segregacién se pierde. Como este material no
migra a los polos del huso, no puede ser integrado a los nucleos de las células hijas.
Sin embargo, en la telofase, el material cromosdmico excluido de la mitosis es cubierto
por una envoltura nuclear. Al llevarse a cabo la citocinesis, alguna de las dos células
hijas mantiene este material, el cual se descompacta y adquiere la morfologia de un
nucleo en interfase, sélo que mucho mas pequeno. Esto es lo que se conoce como un
micronucleo. Las causas por las que se originan los micronucleos incluyen alteraciones
en el DNA, alteraciones en la estructura de los cromosomas y alteraciones en los

mecanismos implicados en la segregacién cromosémica.

Una estrategia que permite monitorear los eventos de fragmentacion cromosdmica, asi
como la pérdida de cromosomas completos, es el ensayo de micronucleos por bloqueo
de la citocinesis [176]. Esta metodologia implementada por Fenech y Morley en 1986 se
ha mantenido como un eficiente mecanismo para estudiar las condiciones que inducen
la formacién de micronucleos [177]. La estrategia que sigue esta técnica es la inhibicion
de la citocinesis (division celular total), mas no de la cariocinesis (conformacién de los
dos nucleos de las células hijas), mediante la utilizacion de CITOCALASINA-B, una

molécula aislada del hongo Helminthosporum dematoideum.
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La CITOCALASINA-B impide la polimerizacion de la actina, necesaria para la formacion
del anillo contractil y para la separacion total de las células hijas. Esto da como
resultado la acumulacion en un cultivo de células binucleadas. Mediante esta técnica,
nos aseguramos que el posible dafio observado (presencia de micronucleos) se
manifiesta en un solo ciclo de division (Fig. 11). Asi, es posible evaluar tanto el efecto
que tiene en la célula la exposicidn a ciertos agentes quimicos, como el efecto de
ciertas condiciones capaces de alterar los mecanismos encargados de la segregacion.
Para el ensayo de micronucleos, los linfocitos humanos son ampliamente utilizados, ya

que su obtencioén y su manejo es mucho menos complicado que otro tipo celular [178].

Figura 11. Células obtenidas a partir de la implementacion de la técnica de micronucleos por citocinesis
bloqueada. a) Células binucleadas normales. b-d) Células binucleadas con micronucleos. Aumento >

100X.
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El PTX, a diferencia del NDZ, es un agente estabilizador de microtubulos. Al impedir el
intercambio de GTP por GDP en su extremo N-terminal, impide la despolimerizacién de
microtubulos, anulando la tensidn necesaria para la segregacion cromosomica en la
metafase [158, 179]. Al utilizar NDZ y PTX, podemos evaluar dos situaciones que

activan el PMHM: ausencia de union y ausencia de tension.

Para determinar la frecuencia de aneuploidias por rezago cromosémico y eventos de no
disyuncién en células portadoras del polimorfismo MAD1 1673 G—->A en células tratadas

con NDZ y PTX, utilizamos la técnica de FISH (fluorescence in situ hibridization).

Si bien la técnica de micronucleos es una herramienta util para evaluar errores en el
mecanismo de segregacion, también tiene la posibilidad de detectar micronucleos
derivados de rompimientos cromosdmicos. Ademas, los rezagos cromosdmicos no son
el unico mecanismo que explica la IC. Las aneuploidias también pueden generarse
debido a eventos de no disyuncidon. En estos casos, la técnica de FISH es una
estrategia experimental util, ya que permite evaluar dos aspectos importantes: la
presencia de cromosomas completos en los micronucleos y los eventos de no
disyuncién. La deteccidon se realiza mediante sondas satélite complementarias a
bloques centroméricos que son acopladas a un fluoréforo, ya sea para un cromosoma
especifico o para todos los cromosomas. De esta manera, podemos identificar la

presencia de cualquier cromosoma, y por lo tanto, determinar su distribucién (Fig. 12).

La sonda pan-centromérica esta disefiada para hibridar en secuencias alfoides

repetidas localizadas en la constriccion primaria o el centréomero, por lo que puede
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reconocer a todos los cromosomas. Por el contario, las sondas especificas para
cromosomas estan dirigidas a satélile alfa, 1l o lll, dependiendo de la secuencia que

brinde mayor afinidad.

Figura 12. Imagen de hibridacion in situ en células binucleadas obtenida mediante microscopia de

fluorescencia. a) deteccién de micronucleo positivo para centromero. b) Segregacién normal de

cromosomas 1 (rojo) y 9 (verde). ¢) Evento de no disyuncién en el cromosoma Y. Aumento > 100X.

Para determinar el grado de aneuploidia en funcién del polimorfismo MAD1 1673 G>A
en muestras tumorales de PCOA, se utilizé tejido preservado en bloques de parafina y

se monto la técnica de FISH.

Para evaluar el efecto del polimorfismo MAD1 1673 G>A en PCOA tratadas con CBP-
PTX se utilizaron parametros como el CA125, la citorreduccion 6ptima, la respuesta a la
quimioterapia, la SLP y la SG. El disefio del estudio en pacientes se describe a detalle

en la seccion de Material y Métodos.
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MATERIAL Y METODOS

Condiciones de muestreo

Para la determinacion del polimorfismo MAD1 1673 G—>A, se obtuvieron y procesaron
144 muestras de DNA genomico. 106 muestras fueron proporcionadas por el
Departamento de Medicina Genomica y Toxicologia Ambiental del Instituto de
Investigaciones Biomédicas (lIB) de la Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM). Las 38 muestras restantes fueron procesadas en el Laboratorio de
Carcinogénesis del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan), laboratorio que también

forma parte del mismo departamento del IIB.

Las muestras de sangre periférica fueron obtenidas (con previo consentimiento y
explicacion de la finalidad de uso del material bioldégico) de individuos aparentemente
sanos, nacidos en México, de padres y abuelos mexicanos. Las caracteristicas de los
donadores fueron: rango de edad entre 20 y 30 afos, no fumadores, sin consumo de
alcohol y sin esquema de tratamiento médico. La informacion recabada en la base de
datos de los donadores incluye el lugar de nacimiento de padres y abuelos, con la
finalidad de establecer el origen del componente genético. De esta manera se

caracterizé al banco de DNA utilizado como una muestra de la poblacién mexicana.

Aislamiento de DNA gen6mico
De cada individuo se obtuvieron (por venopuncion de la region cubital del brazo) 5 ml
de sangre periférica, la cual fue recolectada en tubos Vacutainer® (Becton Dickinson,

Frankin Lakes, New Jersey, USA) adicionados con EDTA. Para promover la lisis de
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eritrocitos, el volumen de sangre obtenido fue trasladado posteriormente a un tubo
conico de polipropileno para ser almacenado durante 24 h a -70°C. Pasado este tiempo,
la sangre fue incubada a 37°C 15 min. Con la intencién de eliminar la mayor cantidad
posible de glébulos rojos, se realizé a la sangre una serie de lavados con buffer SSC
1x, seguidos de una centrifugacién a 3500 x G durante 5 min. El pellet obtenido fue
adicionado con 2 ml de acetato de sodio 0.2 M, 125 ul de SDS al 10% y 30 pl de
proteinasa K (Qiagen, Hilden, Germany) en una concentracion de 20 mg/ml. El producto
fue incubado durante 1 h a 55°C para posteriormente anadir 600 upl de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico en una proporcién 50/48/2. El tubo se mantuvo en
agitacion 10 min y se centrifugé a 3500 x G durante 5 min. La fase acuosa fue
recuperada y se adicionaron 600 pl de cloroformo, para dar paso a otro ciclo de
agitacion y centrifugacion. La fase acuosa fue nuevamente sustraida y se anadié etanol
absoluto (-20°C, 2.5 volumenes con respecto al volumen de la fase acuosa), para
después mezclar por inversion y permitir la asociacion y precipitacion del DNA. La
recuperacion del material se hizo utilizando un tubo de 1.5 ml, al que se le anadié 1 ml
etanol al 70 %. Se centrifugé el tubo a 153 x G durante 2 min para después retirar el
etanol. Se permitid la evaporacion de etanol residual a temperatura ambiente. Se

resuspendio el material en buffer TE en una concentracion 10/0.1 a 55°C durante 24 h.

El material fue cuantificado (lectura a partir de 1.5 pl de muestra en espectofotometro
ND-1000 (Nanodrop Technologies, Inc., Wilmington, Delaware, USA) y analizado
mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8 %, utilizando buffer TBE 0.5x y

tincion con bromuro de etidio (Fig. 13).
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Figura 13. Cuantificacion del DNA gendémico obtenido a partir de sangre periférica (linfocitos) de
individuos aparentemente sanos, asi como el analisis de su integridad mediante electroforesis en geles

de agarosa teiidos con bromuro de etidio.

Analisis del genotipo

Amplificacion del ex6n 17 de MAD1
A partir de las muestras de DNA gendmico obtenidas, se realizaron PCRs utilizando
oligonucledtidos disefiados para la amplificacion del exdén 17 del gen MAD1 reportados
en el trabajo de Iwanaga y con el previo reconocimiento de la secuencia (GenBank,
GenelD 8379, NM 003550) [129].

MAD1 - Exoén 17

Sentido (Forward)>5-GTGTGAGAATTCCTGCAGGGTGACTATGACCAG-3’

Antisentido (Reverse)>5GAGTCTGGATCCCTGCCACCTCCTTGGACGATGGCAGAC-3
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La amplificaciéon se realizé a partir de 1 pl de DNA en una mezcla de componentes de
PCR (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) con un volumen final de 10 yl como se muestra a
continuacion:

Volumen/reaccion
Componente

(W)

Buffer 10x 1.0
DNTP’s 10 mM 0.2
MgCl; 50mM 0.3
MAD1 Forward 10 uM 0.2
MAD1 Reverse 10 yM 0.2
Templado (DNA) 1.0

Platinum Taq polimerasa (5

ulpl) 0.1

H>0 7.0
Volumen total 10.0

Las temperaturas y tiempos de la reaccion fueron los siguientes:

El producto de PCR de cada muestra de DNA fue analizado mediante electroforesis en
geles de agarosa al 3%, utilizando buffer TBE 0.5x y tincion con bromuro de etidio. El
fragmento de DNA que se obtuvo en las condiciones anteriormente descritas presenta

una longitud de 241 pb (Fig. 14).

Determinacion del genotipo por RFLP
La genotipificacion a partir del producto de PCR se realizé por medio de RFLP

utilizando la enzima BStU1 (Bacillus stearothermophilus U458) (New England BiolLabs,
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Ipswich, Massachusetts, USA), la cual reconoce un sitio de corte entre la secuencia
cgcg. Las condiciones se especifican a continuacion:

Volumen/reaccién

Componente ()
Buffer 10x 1.0
BStU1 (10 U/pl) 0.3
Producto de PCR 3.0
H20 5.7
Volumen total 10.0

La reaccidn de digestion se llevo a cabo a una temperatura de 60 °C por un minimo de
16 h. Las muestras se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 4 %

utilizando buffer TBE 0.5x y tincion con bromuro de etidio.

Dentro de la secuencia amplificada de un individuo homdécigo silvestre (GG), existen 4
sitios cgcg, lo que da origen a 5 fragmentos de diferente longitud (94, 50, 43, 42 y 12
pb). La sustitucion de una guanina por una adenina, presente en el polimorfismo,
modifica un sitio de restriccion (el que se presenta entre el fragmento de 94 y 42 pb,
véase Fig. 14), de manera que la secuencia en este caso es cacg. Este cambio impide
el reconocimiento y corte enzimatico, dando como resultado un fragmento de 136 pb.

Los individuos heterdcigos (GA) presentan todos los fragmentos posibles.

Determinacion del genotipo por secuenciacion

Con el objetivo de corroborar los resultados obtenidos por medio de la digestiéon con
enzimas de restriccion especificas, se secuenciaron 2 muestras de cada genotipo. Esto
fue realizado a partir de 300 ng de producto de PCR para el exén 17 del gen MAD1 (por

reaccion), utilizando el oligonucleétido sentido (forward) descrito en la amplificacion
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(aprox. 3 pmoles) y 0.5 pl de Big Dye™ Terminator V 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied

Biosystems, Foster City, California, USA). Las condiciones se describen a continuacion:

Volumen/reaccion

‘ Componente (u)
Buffer 5x 2.0

Mad: Forward 10 pM 3.0
Producto de PCR Madi-Exon 17 2.0
Byg DyeTM 0.5

H,O 2.5

Volumen total 10.0

La PCR para la secuenciacion se realizé con los siguientes parametros:

:

La purificacion se llevé a cabo mediante la precipitaciéon en columnas de Sephadex G-

50 DNA Grade (Amersham Biosciences, Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) en una
concentracion de 50 mg/ml de H,O. Las columnas fueron previamente deshidratadas
por centrifugacion a 750 x G durante 1 min. El volumen final de PCR de secuenciacion
de cada muestra (10 pl) fue administrado al centro de la columna para después
centrifugar a 2000 x G 3 min. El producto purificado fue deshidratado utilizando el DNA
120 SpeedVac Concentrator (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
durante 20 min, y resuspendido posteriormente en 25 pl de Hi-Di"™ Formamide (Applied
Biosystems, Foster City, California, USA). Finalmente, se desnaturalizé a 96 °C por 5

min, y se incub6 inmediatamente en hielo el mismo tiempo. Las muestras fueron
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colocadas en placas y secuenciadas utilizando el secuenciador ABlI PRISM® 3100
Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). El analisis de la
secuencia obtenida se realizdé utilizando el software BioEdit© (Biological Sequence

Alignment Editor, 2007, Ibis Biosciences) (Fig. 14).

b)

300pb W=
200pb - e 241 pb

100pb g

c)

GG GA AA
|
e 136pb

100 pb w 94 pb

- 50 pb
43,42 pb

Figura 14. a) Mapa de restriccion de la enzima BStU1 para el exén 17 de MAD1. b) Amplificacion del
exén 17 de MAD1, correspondiente a 241 pb. ¢) Genotipificacion del polimorfismo MAD1 1673 G>A por

RFLP. d) Secuenciacion del exdon 17 de MADL, resaltando la presencia de los tres posibles genotipos.
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Citometria de flujo

Para evaluar la cinética de proliferacion con base en el contenido de DNA, se
seleccionaron 18 individuos sanos, de sexo masculino (6 GG, 6 GA 'y 6 AA) y se
realizaron cultivos primarios a partir de linfocitos aislados. Los cultivos fueron tratados

con NDZ, para promover la activacion del PMHM.

Aislamiento de linfocitos

El aislamiento de linfocitos se realizé en tubos conicos de 50 ml, a partir de 20 ml de
medio de separacion de linfocitos (BioWhittaker, Boehringer Ingelheim, Heidelberg,
Germany) y 20 ml de sangre periférica, manteniendo la interfase. Se centrifugé a 512 x
G (aceleracién media y sin frenado para mantener el gradiente) durante 30 min. La
capa linfocitaria fue sustraida e incorporada a un nuevo tubo para lavar con PBS y
centrifugar a 1200 x G durante 8 min. Se sustrajo el PBS y se resuspendieron las
células en 5 ml de RPMI-1640 (GIBCO®, Invitrogen, Carlsbad, California, USA)
adicionado con 1% de L-glutamina (L-glut.) (GIBCO®, Invitrogen, Carlsbad, California,
USA), 1% de aminoacidos no esenciales (ANE) (Sigma, St. Louis, Missouri, USA) y 10
% de Suero Bovino Fetal (SBF) (HyClone, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). Se prepararon 2 diluciones celulares (1:50) a partir de 20 ul de
células en medio, 900 ul de PBS y 80 ul de azul tripano, con ellas se determiné la

viabilidad celular mediante conteos realizados en la camara de Neubauer.

Condiciones de cultivo y tiempos de exposicion
Se sembraron aproximadamente 2 x 10° células en 10 ml de medio RPMI-1640 (con las
condiciones previamente descritas) por cada frasco de cultivo. Los linfocitos fueron

estimulados con fitohemaglutinina al 2 % (GIBCO®, Invitrogen, Carlsbad, California,
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USA). Se cultivaron durante 48 h a 37 °C en una atmdsfera al 5% de CO,. Posterior a
esto, las células fueron sometidas al tratamiento con NDZ en una concentracion final de
0.2 pyg/ml (663 nM) (Sigma, St. Louis, Missouri, USA) e incubadas en las mismas
condiciones durante 2, 6 y 12 h, realizando la fijacion respectiva a cada tiempo de

exposicion. Cada cultivo fue realizado por triplicado.

Fijacion y tincion celular

Los cultivos celulares fueron centrifugados a 288 x G durante 8 min. Se retiré el
sobrenadante, resuspendiendo las células en PBS vy llevandose a cabo otro ciclo de
centrifugacion. ElI PBS fue retirado y las células fueron resuspendidas en 1 ml de etanol
al 70 %, almacenandose en tubos de poliestireno para citometria Falcon® (Becton

Dickinson, Frankin Lakes, New Jersey, USA) a -20 °C durante 24 h.

Para la tincion, las células en etanol fueron centrifugadas a 200 x G durante 5 min. Se
retird el etanol, resuspendiendo el pellet en PBS para, después de 60 seg, centrifugar
de nuevo en las mismas condiciones. Finalmente, el PBS fue retirado para resuspender
las células en 1 ml de solucion de tincion a base de yoduro de propidio/TRITON/RNAsa.
Esta solucion fue preparada al momento de ser utilizada, en stocks de 10 ml utilizando
1 ml de PBS 10x, 1 ml de RNAsa A libre de DNAsas (2 mg/ml) (USB Corp., Cleveland,
Ohio, USA), 200 pl de yoduro de propidio (1 mg/ml) (Sigma, St. Louis, Missouri, USA),
10 ul de TRITON x-100 (USB Corp., Cleveland, Ohio, USA) y 8 ml de agua bidestilada
estéril. Los linfocitos se mantuvieron en ausencia de luz 30 min a temperatura

ambiente. Pasado este tiempo, las células podian utilizarse inmediatamente para la
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lectura o ser almacenadas a 4 °C en ausencia de luz para hacer la lectura en un

tiempo no mayor a 24 h.

Lectura de experimentos, obtencion y analisis de datos

Las lecturas de los experimentos se realizaron utilizando el citdmetro de flujo FACSort
(Fluorescence-Activated Cell Sorting) (Becton Dickinson, Frankin Lakes, New Jersey,
USA), mediante el software CELLQuest™ y contabilizando 20,000 eventos (células). Se
determind el porcentaje de muerte celular (fraccidon Sub-G1), con el objetivo de
descartar diferencias en la viabilidad celular. Los eventos fueron modelados por el
software ModFit LT™ y expresados (con base en el contenido de DNA) en porcentajes
de células en G0-G1, S y G2-M. Los datos fueron analizados mediante la prueba de
ANOVA de una sola via, en funcién del genotipo. El analisis estadistico se realizé con el

paquete estadistico SPSS v 20.0 con un nivel de significancia de a = 0.05.

indice mitético

Para la determinacion del indice mitético, se obtuvieron muestras de 18 individuos
sanos, de sexo masculino (6 GG, 6 GA y 6 AA). Las muestras de sangre fueron
recolectadas en tubos Vacutainer® (Becton Dickinson, Frankin Lakes, New Jersey,
USA) adicionados con heparina sodica. Posteriormente se realizaron cultivos primarios
a partir de sangre total. Los cultivos fueron tratados con NDZ, para promover la

activacion del PMHM.

Condiciones de cultivo y tiempos de exposicion
Los cultivos se realizaron a partir de 1 ml de sangre periférica y 9 ml de medio RPMI-

1640 (GIBCO®, Invitrogen, Carlsbad, California, USA) adicionado con 1 % L-glut. y 1 %
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de ANE. Los linfocitos fueron estimulados con fitohemaglutinina al 2%. Se permitié el
crecimiento durante 48 h a 37°C en una atmoésfera al 5% de CO,. Posterior a esto, las
células fueron sometidas al tratamiento con NDZ (Sigma, St. Louis, Missouri, USA)
disuelto en dimetil-sulfoxido (DMSO) (Sigma, St. Louis, Missouri, USA) en una
concentracion final de 0.2 yg/ml (663 nM) e incubadas en las mismas condiciones
durante 2, 6 y 12 h, realizando la fijacién correspondiente a cada tiempo de tratamiento.
A los respectivos controles se les suministré unicamente DMSO, respetando el volumen

utilizado en los cultivos tratados. Cada cultivo fue realizado por triplicado.

Fijacion celular y preparacion de laminillas

Al término de cada periodo de exposicion al NDZ, los cultivos celulares fueron
centrifugados a 288 x G durante 8 min. El sobrenadante fue retirado y reemplazado con
solucion hipotoénica (KCI 0.075 M). Las células fueron incubadas nuevamente a 37°C en
una atmodsfera al 5% de CO, durante 30 min. Pasado este tiempo, se prefijaron las
células anadiendo 2 ml de solucion Carnoy (metanol: acido acético - 3: 1) a -20°C,
centrifugando en las condiciones antes mencionadas, reemplazando el sobrenadante
con 0.5 ml de solucioén fijadora y almacenando a -20 °C durante 20 min. Las células
fueron montadas (por goteo) en laminillas a 4°C, tefidas con eosina y azul de metileno

(tincion de Wright) y preservadas utilizando Entellan® (Merck, Darmstadt, Germany).

Condiciones del conteo y analisis de resultados
El indice mitético se obtuvo realizando conteos por triplicado de 1000 células por
donador en cada tiempo de exposicion a NDZ, mediante microscopia de campo claro.

Los datos fueron analizados mediante la prueba de ANOVA de una sola via, en funcion
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del genotipo. El analisis estadistico se realizé con el paquete estadistico SPSS v 20.0

con un nivel de significancia de a = 0.05.

Ensayo de micronucleos por bloqueo de la citocinesis

Para determinar la frecuencia de micronucleos en células binucleadas se obtuvieron
muestras de 8 individuos sanos, de sexo masculino (4 GG y 4 GA) y se realizaron
cultivos primarios a partir de linfocitos aislados. Los cultivos fueron tratados con NDZ y
PTX (para promover la activacion del PMHM) y con citocalasina-B 24 horas antes del a

fijacion, para obtener células binucleadas.

Condiciones de cultivo y tiempos de exposicion

Se realizaron cultivos de linfocitos aislados a partir de sangre periférica (en las
condiciones indicadas anteriormente). Por cada frasco de cultivo se sembraron
aproximadamente 2 x 10° células estimuladas con fitohemaglutinina al 2 % en 10 ml de
medio medio RPMI-1640 (1 % L-glut., 1 % ANE y 10 % SBF). Se permitié el crecimiento
durante 48 h a 37 °C en una atmosfera al 5 % de CO,. Posteriormente, se realizé un
cambio de medio centrifugando los cultivos a 288 x G por 8 min. Las células fueron
resuspendidas nuevamente en 10 ml de medio RPMI. A partir de este momento, las
células fueron tratadas con NDZ (0.2 pg/ml, 663 nM) o PTX (0.085 pg/ml, 100 nM) e
incubadas en las mismas condiciones durante 24, 30, 36, 42 y 48 h. Se administro
citocalasina-B (6 pg/ml, Sigma, USA) 24 h antes de concluir cada periodo de

exposicion. Cada cultivo fue realizado por triplicado.
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Fijacion celular y preparacion de laminillas

Al término de cada tiempo de exposicion, los cultivos fueron prefijados con 2 ml de
metanol:acido acético (3:1) a -20 °C y centrifugados a 288 x G por 8 min. Se retird el
sobrenadante, se resuspendieron las células nuevamente en solucion fijadora y se
almacenaron a -20 °C durante 20 min. Posteriormente, las células fueron sometidas a 3
lavados con solucién fijadora. Mantenidas en un rango de 0.5 a 1 ml de metanol, las
células fueron montadas en laminillas y tefidas con eosina y azul de metileno (tincién
de Wright). La frecuencia de micronucleos se analizd por triplicado en 1000 células

binucleadas por laminilla.

Condiciones del conteo y analisis de resultados
Las laminillas fueron analizadas mediante microscopia de campo claro utilizando el
objetivo de mayor aumento (100x) y aceite de inmersion. Los conteos que se realizaron

por laminilla fueron los siguientes:

e La proporcion de células binucleadas con micronucleos existente en 1000 células
binucleadas.

e La proporcion de células mono, tri y tetranucleadas existente en 1000 células
viables.

e La proporcion de células con morfologia apoptética existente en 1000 células.

e La proporcion de células en metafase en un total de 1000 células viables.
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Los datos fueron analizados mediante la prueba de ¥ de independencia, en funcién del
genotipo. El analisis estadistico se realizé con el paquete estadistico SPSS v 20.0 con

un nivel de significancia de a = 0.05.

FISH

Con la intencién de analizar la presencia de micronucleos positivos para centromero, se
utilizaron las células obtenidas de 8 individuos (4 GG y 4 GA) tratadas con NDZ vy
previamente procesadas para el ensayo de micronucleos con bloqueo de la citocinesis.
Para determinar la frecuencia de eventos de no disyuncion en células binucleadas se
utilizaron las células procesadas para el ensayo de micronucleos con bloqueo de la
citocinesis. El analisis fue realizado a partir de los cultivos de linfocitos de 8 individuos

(4 GGy 4 GA) tratados con NDZ o PTX.

Condiciones de hibridacion

Los ensayos de FISH se realizaron utilizando una sonda pan-centromeérica (Kreatech
Biotechnology, Amsterdam, the Netherlands) y cuatro sondas centroméricas (VYSIS™,
Abbot Molecular, Des Plaines, lllinous, U.S.A) dirigidas a tres cromosomas autosomicos
de diferente tamano: 1 (CEP 1-Spectrum Orange: satélite Il/lll), 9 (CEP 9-Spectrum
Green: a satélite) y 16 (CEP 16-Spectrum Orange: satélite Il), asi como a un

cromosoma sexual: Y (CEP Y-Spectrum Green: satélite Ill).

Las células binucleadas fijadas en metanol fueron montadas en laminillas de vidrio,
corroborando su distribucion en microscopia de contraste de fases. Se marcé el area de
hibridacion utilizando un lapiz con punta diamante. La sonda se aplicd en una mezcla

de hibridacién de 10 ul (1 pl de cada sonda, 7 pl de Buffer y 1 pl de H;O). Una vez
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suministrada la mezcla de hibridacion, se colocd un cubreobjetos y se sellaron los

bordes con un polimero.

En una camara humeda (HyBrite, VYSIS™ Abbot Molecular, Des Plaines, lllinous,
U.S.A) las células fueron llevadas a una temperatura de desnaturalizacion (75°C)

durante dos min, para posteriormente mantenerse a 37°C durante 4 h como minimo.

Pasado este tiempo, se retird el polimero. Las laminillas fueron sumergidas en buffers
de citratos con la presencia de un detergente a diferentes concentraciones: a) 2x SSC x
2 min; b) 0.4 SSC-0.3 % NP-40 a 73 °C x 2 min; c) 2x SSC-0.1 % NP-40 x 1 min.
Finalmente, se aplicaron 10 ul de contracolorante DAPI |l-Vectashield H-1200 (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, California, USA) a cada area de hibridacion. Se coloco

un cubreobjetos y se sellaron los bordes.

Conteo de micronicleos positivos para centromero y de eventos de no disyuncion

Las laminillas fueron analizadas utilizando el microscopio de fluorescencia Zeiss™
Axioskop 2 Mot. Plus y el software analizador de imagenes Axiovision™ 4.0 (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany). La frecuencia de micronucleos positivos para centromero y
eventos de no disyuncién para los cromosomas 1, 9, 16 y Y fue obtenida con base en
un conteo de 1000 células binucleadas. Los datos fueron analizados mediante la
prueba de x* de independencia, en funcién del genotipo. El andlisis estadistico se
realizd con el paquete estadistico SPSS v 20.0 con un nivel de significancia de a =

0.05.
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DISENO DEL ESTUDIO EN PACIENTES CON CANCER DE OVARIO

El analisis de la frecuencia del polimorfismo MAD1 1673 G>A en PCOA tratadas con
CBP-PTX, el grado de aneuploidia en muestras tumorales y el efecto clinico (respuesta,
sobrevida libre de progresion, SLP y sobrevida global, SG) se realizaron bajo los

parametros que a continuacion se describen.

Poblacion

La poblacién de estudio estuvo conformada por PCOA evaluadas el Instituto Nacional
de Cancerologia (INCan), en el periodo comprendido entre Junio de 2002 y Febrero de
2009. Este protocolo fue aprobado por el comité de bioética del Instituto. A las
pacientes incluidas, se les inform¢é tanto el objetivo del estudio, como el esquema de
manejo de las muestras de sangre y tejido tumoral. Para comparar la frecuencia del
polimorfismo MAD1 1673 G—>A entre poblacién sana Y PCOA, el tamafo de muestra
para obtener un poder estadistico del 90% se requirié de al menos 87 pacientes, con
un a=0.05 y una =0.90. El numero de pacientes reclutadas fue de 91, de las cuales, 74

fueron incluidas en la evaluacion de la respuesta, basandose en los siguientes criterios.

Criterios de seleccion

El grupo de estudio estuvo conformado por mujeres tratadas inicialmente con
quimioterapia de induccion (3 ciclos de CBP AUC 6 mas PTX, 175 mg/m?) y cirugia
citorreductora de intevalo, seguido de 3 ciclos mas de consolidacion bajo el mismo
régimen. Todas las pacientes tuvieron un seguimiento mensual o bimensual, con
determinaciones de CA125 y evaluacion clinica para detectar recurrencia de la

enfermedad. Para determinar la sobrevida libre de progresién, el seguimiento inicié
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después del ultimo ciclo de quimioterapia de consolidacién y se mantuvo hasta 5 afnos

(60 meses) en cada paciente.

Criterios de inclusion

e Diagnostico inicial de cancer epitelial de ovario avanzado, histolégicamente
confirmado, con enfermedad irresecable o sometido a citorreduccion primaria
suboptima.

e Haber recibido al menos 3 ciclos de quimioterapia de induccion basada en CBP-
PTX como primera linea de tratamiento.

e Con archivo completo.

¢ No haber recibido quimioterapia o radioterapia previamente a la inclusion.

e Edad 18-75 afos.

e Karnofsky mayor o igual a 70.

e Adecuado funcionamiento de la médula dsea: leucocitos 3.5 x 10%I; plaquetas
100 x 10%/1; hemoglobina 10.0 g/dl.

¢ Adecuado funcionamiento renal: depuracion de creatinina mayor de 40 ml/min.

e Adecuado funcionamiento hepatico: bilirrubina menor de 2.0 yM; transaminasas

menos del doble de limite superior normal.

Criterios de exclusion
e Pacientes no candidatas o que rehusaron tratamiento con quimioterapia.

e Pacientes que no aceptaron inclusion en el estudio.
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Criterios de eliminacion
e Pacientes con muestra de DNA insuficiente o en estado no apto para la
determinacién del polimorfismo.
e Pacientes que expresen su deseo de no continuar con el estudio.
e Pacientes que iniciaron el tratamiento con quimioterapia de induccién, sin haber

completado al menos 3 ciclos.

Aislamiento de DNA genomico y analisis del genotipo

Para la determinacion del polimorfismo MAD1 1673 G—>A, se obtuvieron y procesaron
91 muestras de DNA gendmico obtenido a partir de 5 ml de sangre periférica de PCOA.
El aislamiento de DNA, la amplificacion del exén 17 de MAD1 y la obtencién del
genotipo mediante RFLP se realizaron bajo las mismas condiciones descritas con
anterioridad. Para comparar las frecuencias obtenidas en poblacion sana y PCOA, se
realizé la prueba de x? de independencia, en funcién del genotipo. El analisis estadistico
se realizé con el paquete estadistico SPSS v 20.0 con un nivel de significancia de a =

0.05.

FISH en muestras tumorales
Con la intencién de determinar el grado de aneuploidia (en funcion del polimorfismo
MAD1 1673 G—>A), se utilizo el tejido tumoral embebido en parafina, disponible en 27

PCOA incorporadas al estudio (3 GG, 15 GAy 9 AA).

Pretratamiento y condiciones de hibridacion
Se realizaron cortes de aproximadamente 5 ym de tejido tumoral embebido en parafina

por medio de microtomo. Los cortes fueron incubados a 40°C en agua destilada, para
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posteriormente ser montados en laminillas cargadas positivamente. Las laminillas se
secaron a temperatura ambiente durante 2 h, para después ser incubadas a 56°C
durante 16 h. Para la desparafinacion, las laminillas fueron sumergidas en xilol durante
10 min dos veces (reemplazando el xilol en cada lavado), deshidratadas en etanol al
100% a temperatura ambiente durante 5 min (dos veces con reemplazo de etanol).
Para el secado, las laminillas se incubaron en camara humeda (HyBrite, VYSIS™,
Abbot Molecular, Des Plaines, lllinous, U.S.A) durante 5 min. Transcurrido ese tiempo,
las laminillas fueron sumergidas en HCI (0.2N) durante 20 min, en agua destilada
durante 3 min, en buffer de lavado (VYSIS™) durante 3 min. Se realizé una incubacion
a 80°C utilizando solucién de pretratamiento (VYSIS™) durante 30 min, para después
sumergir las laminillas en agua destilada durante 1 min y nuevamente en buffer de
lavado (VYSIS™) durante 5 min, dos veces. Se realizé un tratamiento con solucién de
proteasa a 37°C durante 10 min, para después utilizar buffer de lavado (VYSIS™)
durante 5 min, primero a temperatura ambiente y después a 50°C. Finalmente, las
muestras fueron sumergidas en buffer de formalina al 10% a temperatura ambiente
durante 10 min, sumergidas en buffer de lavado (VYSIS™) durante 5 min, primero a

temperatura ambiente y después a 50°C.

Los ensayos de FISH se realizaron utilizando tres sondas centroméricas (VYSIS™,
Abbot Molecular, Des Plaines, lllinous, U.S.A) dirigidas a los cromosomas 1, 9 y 16,

utilizadas bajo las condiciones descritas anteriormente.
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Conteo celular

Las laminillas fueron analizadas utilizando el microscopio de fluorescencia Zeiss™
Axioskop 2 Mot. Plus y el software analizador de imagenes Axiovision™ 4.0 (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany). El grado de aneuploidia se obtuvo contando 100 células por
muestra, en un ensayo doble ciego y fue expresado como el porcentaje de células
aneuploides del total de células contadas por experimento. Los datos fueron analizados
mediante la prueba de ANOVA de una sola via, en funcion del genotipo. El analisis
estadistico se realizé con el paquete estadistico SPSS v 20.0 con un nivel de

significancia de a = 0.05.

Evaluacion de la respuesta al tratamiento con CBP-PTX

La respuesta se evalué utilizando el valor de CA125 posterior a los tres ciclos de
quimioterapia de induccién, la citorreduccion éptima y la sensibilidad al tratamiento.
Ademas, se analizé la SLP y la SG. La descripcion de las variables se enlista a

continuacion

Variables Independientes
Las pacientes fueron divididas de acuerdo al genotipo de MAD1 1673 G—>A en dos

grupos: polimérfico y no polimorfico.

e EI grupo polimérfico incluyé a las pacientes portadoras de al menos un alelo
polimorfico (GA y AA).
e EIl grupo no polimérfico incluyé a las pacientes portadoras del genotipo homaécigo

silvestre (GG).

Miguel Santibafiez Andrade 8 3



Determinacion del efecto del polimorfismo MAD1 1673 G—A en el funcionamiento del punto de monitoreo del huso mitético
Mayo 7, 2013

Variables Dependientes

e Respuesta a quimioterapia. Evidencia de respuesta parcial o completa por
criterios de RECIST asociada a la respuesta bioquimica en nivel sérico del
marcador tumoral CA 125 (>35 U/ml) posterior a 3 ciclos de quimioterapia de
induccién.

e Citorreduccién optima o microscopica. Enfermedad residual menor de 1 cm o sin
evidencia de enfermedad, tras la realizacion de cirugia citorreductora de
intervalo.

e Sensibilidad al tratamiento. No evidencia de progresion durante el tratamiento o
recaida de la enfermedad después de al menos 6 meses de haber concluido la
quimioterapia.

e Sobrevida libre progresion (SLP). Periodo comprendido entre el inicio del
tratamiento y la documentacion de recaida o progresion de la enfermedad, ya
sea por criterios clinicos (elevacion del CA125), de laboratorio o de imagen.

e Sobrevida global (SG). Periodo comprendido entre el inicio y fin del seguimiento

a pacientes, con corte a 5 anos en caso de alcanzar dicho periodo de sobrevida.

Los indicadores de respuesta anteriormente descritos fueron analizados mediante la
prueba de x* de independencia, en funcion de los grupos descritos para el polimorfismo
MAD1 1673 G->A (polimorficos y no polimorficos). Para las variables cuantitativas se
efectud estadistica descriptiva con promedios y frecuencias. La respuesta bioquimica
se analizé mediante regresion logistica, ajustada por edad y estadio clinico. La
supervivencia libre de progresion y la supervivencia global fueron analizadas por el

método de Kaplan-Meier con prueba estadistica de log-rank. El analisis estadistico se
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realizd con el paquete estadistico SPSS v 20.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) con

un nivel de significancia de a = 0.05.

RESULTADOS

El genotipo AA de Mad1 1673 G—>A se presenta en individuos sanos, siendo
esta condicion mas frecuente en pacientes con cancer de ovario

De 144 muestras de individuos aparentemente sanos evaluadas, la distribucién de
genotipos fue: 35 (24.3%) GG, 74 (51.4%) GA y 35 (24.3%) AA. Esta distribucion
mantiene el equilibrio de Hardy-Weinberg. En las 91 muestras de sangre de pacientes
analizadas la distribucién fue: 15 (16.4%) GG, 40 (43.9%) GA y 36 (39.7%) AA. Al
comparar ambas poblaciones, existe una mayor frecuencia del alelo A en las muestras
de PCOA (P=0.014), asi como un mayor numero de individuos con genotipo AA
(P=0.013). A diferencia de la poblacion sana, la distribucion de PCOA no se encuentra

en equilibrio de Hardy-Weinberg.

El polimorfismo MAD1 1673 G—>A afecta la funcionalidad del PMHM

Los resultados de la citometria de flujo con base en el contenido de DNA muestra que
el porcentaje de células tratadas con NDZ que permanecieron en la fase G2-M fue
mayor en células portadoras del genotipo GG, comparado con las células con genotipo
GA y AA en los diferentes tiempos de exposicion (P<0.05; Fig. 15). El porcentaje de
muerte celular (fraccion Sub-G1) fue el mismo en los tres genotipos (aproximadamente

4% para todos los genotipos en los diferentes tiempos de exposicion).
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Figura 15. Analisis del arresto del ciclo celular en funcién del polimorfismo MAD1 1673 G ?A. Citometria
de flujo con base en el contenido de DNA en linfocitos estimulados con fitohemaglutinina y tratados con
NDZ (0.2 ug/ml) durante 2, 6 y 12 h. Los puntos en la recta indican el porcentaje de células en la fase G2-
M. Todos los resultados representan promedios de tres ensayos diferentes. G: Alelo silvestre; A: alelo

polimérfico. *P<0.05.

El indice mitético también muestra un mayor numero de metafases en células
portadoras del genotipo GG, comparado con las células con genotipo GA y AA en los

diferentes tiempos de exposicion (P<0.05; Fig. 16).
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Estos resultados indican que, en presencia de un agente que desestabiliza los
microtubulos (impidiendo la unidon microtubulos-cinecotoro), el PMHM pierde

funcionalidad en células portadoras de al menos un alelo polimorfico.
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Figura 16. Analisis del arresto del ciclo celular en funcién del polimorfismo MAD1 1673 G=A. indice
mitotico en linfocitos estimulados con fitohemaglutinina y tratados con NDZ (0.2 pug/ml) durante 2, 6 y 12
h. Los puntos en la recta indican el nUmero de células arrestadas en metafase. Todos los resultados

representan promedios de tres ensayos diferentes. G: Alelo silvestre; A: alelo polimérfico. *P<0.05.
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El polimorfismo MAD1 1673 G—>A se asocia a una mayor frecuencia de células
aneuploides

Los datos obtenidos por el ensayo de micronucleos por bloqueo de la citocinesis
muestran una mayor frecuencia de células con micronucleos en linfocitos de individuos
AA que fueron tratados in vitro con NDZ y PTX, en comparacion con las frecuencias
obtenidas en linfocitos de individuos GG (P<0.05; Fig. 17b y c). La frecuencia de
micronucleos se incrementa en las células GG en funcion del tiempo de tratamiento. No
existieron diferencias con respecto al niumero de células apoptéticas observadas (2%
en controles y hasta 5% en células tratadas). Los datos obtenidos mediante FISH
utilizando una sonda pan-centromérica confirman la presencia de cromosomas
completos en los micronucleos. El porcentaje de micronucleos con sefial positiva para
centromero muestra una distribucion del 80 al 100%, sin diferencias entre genotipos o
tiempos de exposicion (Fig. 17d). Sin embargo, el ensayo de FISH disefiado para
sondas 1, 9, 16 y Y muestra un mayor numero de eventos de no disyuncion en células
AA comparado con células GG después del tratamiento con NDZ o PTX,

independientemente de la duracion (P<0.05; Fig.18b y c).

El polimorfismo MAD1 1673 G—>A se asocia a un mayor grado de aneuploidia

en tumores de pacientes con cancer de ovario avanzado

Los tumores de pacientes portadoras de al menos un alelo polimorfico (GA y AA)
mostraron un mayor porcentaje de células aneuploides en comparacién con los tumores
de pacientes no polimérficas (GG). El porcentaje de células aneuploides en muestras
de individuos AA y GA (70.6 y 64.3%, respectivamente) es mayor en comparacion con

las muestras de pacientes GG (38%) (P<0.05; Fig. 19ay b).
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Figura 17. Frecuencia de micronucleos (MN) por cada 1000 células binucleadas (CBN) en funcion del
polimorfismo MAD1 1673 G 2A. a) Controles (sin tratamiento); células tratadas con b) nocodazol (0.2

pg/ml) o c) paclitaxel (0.085 pg/ml). d) Porcentaje de micronucleos positivos para centromero (MN CEN+)
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determinados usando una sonda pan-centromérica. Todos los resultados representan promedios de tres

ensayos diferentes. *P<0.05.

g O aA

N

* *

—
o

r

EVENTOS DE NO DISYUNCION (en 1000 CBN)

40 %k %

24 30 36 42 48

TRATAMIENTO (horas)

Figura 18. Andlisis de eventos de no disyuncidon en funcion del polimorfismo MAD1 1673 G 2A. a)
Controles sin tratamiento. Células tratadas con b) nocodazol (0.2 ug/ml) o c) paclitaxel (0.085 ug/ml). d)
Células con (1-2) segregacion cromosomica normal o con eventos de no disyuncion (3-4; flechas

blancas). Las barras muestran el promedio de eventos de no disyuncién en cromosomas 1, 9, 16 y Y en
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células binucleadas a diferentes tiempos de exposicion. Todos los resultados representan promedios de

tres ensayos diferentes. *P<0.05.
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Figura 19. Porcentaje de células aneuploides en tejido tumoral de pacientes con céncer de ovario
epitelial avanzado en funcion del genotipo MAD1 1673 G A. a) Eventos de aneuploidia detectados en
tejido mendiante FISH. b) porcentajes obtenidos a partir del conteo de 100 células tumorales en un

ensayo doble-ciego utilizando muestras de 3 individuos GG, 15 individuos GA y 9 individuos AA. *P<0.05.
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El polimorfismo MAD1 1673 G>A se asocia a una menor respuesta a la
quimioterapia de induccion, citorreduccion optima y sensibilidad al
tratamiento en pacientes con cancer de ovario avanzado

De acuerdo a los criterios mencionados con anterioridad, de las 91 pacientes
analizadas para la determinacién del genotipo, 74 pacientes fueron incluidas en el
analisis de respuesta al tratamiento (13 GG, 30 GA y 31 AA). Se agruparon en dos
categorias: aquellas con al menos un alelo polimérfico (AA+GA) y aquellas no

polimorficas (AA). Asi, se obtuvieron 61 pacientes polimoérficas y 13 no polimorficas.

La mediana de edad en la muestra analizada fue de 55 afos (rango 36-83 afos). Un
74% de las pacientes fueron menores de 65 afios (55/74). Con respecto a la etapa
clinica, 54 pacientes fueron diagnosticadas con etapa clinica Ill (73%) y 20 pacientes
con etapa clinica IV (27%). El diagnéstico inicial mediante laparotomia exploratoria se
realiz6 en 48 pacientes (65%). En los casos restantes, el diagndstico se obtuvo
mediante biopsia guiada de la lesién pélvica y/o en analisis citolégico de fluido ascitico.
El tipo histologico predominante fue seroso papilar de alto grado (n=44, 59%). Otros
tipos histologicos encontrados fueron endometrioide (n=3), de células claras (n=3),
mucinoso (n=1) y mixto (n=23). La Tabla 3 resume las caracteristicas clinicas de los

pacientes incluidos en el analisis de respuesta.

El nivel sérico del marcador tumoral CA125 al momento del diagnéstico tuvo una
variabilidad en el rango de 28.6 hasta 38,219 U/ml, con un nivel basal promedio de

4594.5 U/ml. El valor promedio de CA125 basal fue mayor en las pacientes no

Miguel Santibafiez Andrade 9 2



Determinacion del efecto del polimorfismo MAD1 1673 G—A en el funcionamiento del punto de monitoreo del huso mitético

Mayo 7, 2013

polimoérficas en comparacion con las pacientes polimérficas (5075 vs. 4492 U/ml), sin

existir diferencias significativas (P=0.86).

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de las pacientes con cancer de ovario avanzado evaluadas,

CARACTERISTICAS CLINICAS MEDIANA RANGO
Edad 55 36-83
CA125 basal 4594 .48 28.60-38219.00
Caracteristica clinica n=74 %
Etapa clinica
[l 54 73
v 20 27
Histologia
Seroso papilar 44 59.5
Endometrioide 3 41
Células claras 3 41
Mucinoso 1 14
Otro 23 31.1
Grado de diferenciacion
Bien 7 9.5
Moderado 3 4.1
Pobre 64 86.5
Genotipo MAD1 1673 G2A
GG 13 17.6
GA 30 40.5
AA 31 41.9
CA125 previo a la cirugia
<35 u/mi 27 36.5
>35 u/mi 47 63.5
Citorreduccioén 6ptima
Si 55 74.3
No 19 25.7
Recurrencia
Si 30 12.2
No 9 40.5
Sin dato (debido a la progresion) 35 47.3

La respuesta global al tratamiento tras 3 ciclos de quimioterapia de induccidon se
demostré con las determinaciones seriadas del nivel sérico del marcador tumoral
CA125, considerando una respuesta bioquimica al demostrar niveles menores o iguales
a 35 U/ml. Asi, se observo una respuesta bioquimica en 36% de las pacientes (27/74).
Un 77% (10/13) de las pacientes no polimérficas presentaron respuesta bioquimica,
mientras que para las pacientes polimérficas se obtuvo una respuesta en 31% (19/61).

Los datos obtenidos a partir del modelo de regresion logistica, ajustados por edad y
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estadio clinico, indican que la presencia de al menos un alelo polimoérfico se asocia con
una menor respuesta bioquimica, con un OR de 3.994 (95% IC > 1.01-15.83; Tabla 4).
Aun cuando el valor basal fue mayor en las pacientes no polimorficas, la media de

CA125 previo a la cirugia fue menor en este grupo (170.1 vs. 231.6 U/ml).

Tabla 4. Andlisis de regresion logistica de la respuesta bioquimica al tratamiento con carboplatino-
paclitaxel en funcién del polimorfismo MAD1 1673 G>A.*

95% IC para
VEUET B DE Wald gl Sig Exp(B) EXP(B)
Mayor Menor

Polimorfismo MAD1 1.385 0.703 3.885 1 0.049 3.994 1.008 15.826

Edad -0.054 0.023 5.375 1 0.020 0.948 0.906 0.992
Etapa clinica 0.712 0.661 1.1589 1 0.282 2.037 0.558 7.444
Constante 2.280 1.333 2.926 1 0.087 9.779

* La presencia de al menos un alelo polimérfico incrementa el riesgo a no responder a la quimioterapia de

induccion en pacientes con cancer de ovario avanzado (CA125 >35 U/ml; P<0.05). Los resultados fueron
ajustados por edad y etapa clinica. Exp(B)> Riesgo relative, DE-> Desviacion estandar, Wald—>

Estadistico Wald, gl=>grados de libertad, Sig—> Significance, IC-> Intervalo de confianza.

La citorreduccion optima se logré en 74% (55/74) del total de pacientes estudiadas.
Todas las pacientes no polimorficas (13/13) tuvieron citorreduccion éptima, en contraste

con un 68.85% (42/61) de las pacientes polimérficas.

El 53% de las pacientes (39/74) fueron consideradas sensibles a la quimioterapia,
mientras que el 47% restante (35/74) presentaron progresion de la enfermedad. El 69%

(9/13) de las pacientes no polimoérficas fue sensible al tratamiento, mientras que para
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las pacientes polimérficas la sensibilidad se manifest6 en un 49% (30/61). Las
pacientes del grupo no polimoérfico se asociaron a la recurrencia de la enfermedad en
un 89% (8/9 pacientes), mientras que en el grupo polimdérfico la recurrencia se asocié

en un 73% (22/30).

La mediana de SLP fue de 6.5 meses con un rango de 0-39 meses (P=0.8; Fig.20).
Aunque no se observo diferencia estadisticamente significativa, existe una tendencia a
presentar progresién en forma tardia en pacientes no polimérficas, con un periodo libre
de progresion de 11.3 meses (95% IC 2.8-37), en comparacion con las pacientes no
polimorficas, cuyo periodo libre de progresion fue de 9.11 meses (95% IC 7.9-14,
P=0.3). La SG media de las pacientes fue de 35.5 meses con un rango de 5-85 meses.
Al comparar la SG, se observo que el 85% (11/13) de las pacientes no polimorficas
estan vivas al término del seguimiento, comparado con el 82% (50/61) de las pacientes

polimdrficas (P=0.316; Fig. 21).

DISCUSION

La presencia de células aneuploides y la generacion de inestabilidad cromosdémica es
un factor caracteristico de los tumores sélidos [180]. En algunos casos, es posible
asociar el grado de aneuploidia con el estadio clinico del tumor. Las causas que
conllevan al desarrollo de inestabilidad cromosomica incluyen alteraciones en genes
cuyas proteinas juegan un papel importante en la maquinaria de segregacion
cromosomica. Tal es el caso de proteinas que conforman los centrosomas, cinetocoro,

huso mitético y PMHM [181].
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Figura 20. Curva de sobrevida libre de progresion en pacientes con cancer de ovario avanzado en
funcién del polimorfismo MAD1 1673 G>A. Las pacientes fueron divididas en dos grupos: polimorfico y
no polimorfico. El grupo polimérfico incluydé pacientes portadoras de al menos un alelo polimérfico (GA y
AA), mientras que el grupo no polimdrfico incluyd a las pacientes homadcigas para el alelo silvestre (GG).

La tabla abajo indica el nUmero de casos que se mantienen sin progresion hasta el final del seguimiento.
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Figura 21. Curva de sobrevida global en pacientes con cancer de ovario avanzado en funcion del
polimorfismo MAD1 1673 G->A. Las pacientes fueron divididas en dos grupos: polimérfico y no
polimérfico. El grupo polimérfico incluyé pacientes portadoras de al menos un alelo polimérfico (GA y AA),
mientras que el grupo no polimérfico incluyd a las pacientes homadcigas para el alelo silvestre (GG). La

tabla abajo indica el numero de casos que se mantienen con vida hasta el final del seguimiento.
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Sin embargo, estas alteraciones no se han asociado a mutaciones puntuales en genes
que controlan la segregacion. Existen multiples estudios que han propuesto a las
mutaciones como un factor importante en la generaciéon de aneuploidias e inestabilidad
cromosomica [92]. El caso de las mutaciones en el dominio cinasa de BUBI1B vy la
generacion del sindrome de inestabilidad cromosdmica conocido como aneuploidia de

mosaico variegado es la asociacion de mayor impacto descrita en este rubro [91].

Un fendmeno ampliamente abordado en el estudio del origen de las aneuploidias, es la
expresion en genes que controlan la segregacion [182]. EI PMHM es sensible a
cambios de expresion en sus componentes. Multiples estudios reportan que tanto la
sub-expresion como la sobre-expresion alteran la capacidad de arresto en metafase en
la célula. Un ejemplo de lo anterior es el caso de MAD2, proteina efectora de la sefal
de arresto del PMHM. En estudios in vitro, se ha sobre-expresado MAD2 con la
finalidad de evaluar el papel de este cambio en el control de la segregacién. Contrario a
lo que se suponia, las células que sobre-expresaban MAD?2 tuvieron un alto indice de
aneuploidias. Sin embargo, la sobre-expresion de MAD2 no fue un factor suficiente para
inducir tumores en ratones. Al asociar la sobre expresion de MAD2 con una mutacion
puntual ampliamente caracterizada como activadora de un oncogén, se promovia un
crecimiento tumoral mayor que con cualquier factor por si solo. Estos hallazgos
describen a la aneuploidia como un factor promotor, mas no iniciador del desarrollo

tumoral [99-100].

Las alteraciones en el numero de cromosomas tienen repercusion en el fenotipo celular,

contribuyendo a la transformacion maligna. El analisis de cariotipos muestra marcadas
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diferencias entre etapas clinicas tempranas y tumores metastasicos [109-110]. Se ha
descrito que los defectos en componentes del huso mitético, asi como en proteinas del
PMHM se asocian a la generacion de inestabilidad cromosomica, tanto en muestras de

pacientes con cancer como en lineas celulares [183].

El PMHM es un mecanismo sumamente sensible, capaz de detectar la presencia de
hasta un solo cromosoma sin union bipolar al huso mitético y retrasar el inicio de la
anafase. El tiempo de duraciéon del arresto depende de la magnitud del dafio en la
formacion de la placa metafasica. Existen dos consecuencias cuando las células
permanecen arrestadas por tiempos prolongados. La primera consecuencia es la
induccién de apoptosis, ya sea durante el arresto mitético o por evasién de la division,

seguido de activacion en G1 de la apoptosis en células tetraploides.

En células normales, la mitosis tiene un tiempo de duracion de aproximadamente una
hora. Las células hijas resultantes de este proceso de division ingresan rapidamente al
siguiente ciclo. Cuando las células sufren alteraciones en la mitosis (por ejemplo,
cuando son tratadas con agentes anti microtubulos), la divisién puede extenderse por
mas de dos horas. En lineas celulares sensibles a apoptosis, el uso de NDZ ocasiona
una activacion de la muerte celular durante el arresto mitético prolongado. En lineas no
sensibles, las células evaden la division y reingresan a la fase G1 en condicién
tetraploide. Después de esta evasion, las células pueden sufrir un arresto del ciclo
dependiente de P53, se pueden activar los mecanismos de muerte, o pueden seguir

avanzando en el ciclo para ingresar nuevamente a mitosis [170, 184-185].
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Se ha propuesto que las células arrestadas en mitosis por largos periodos de tiempo
mueren mediante un mecanismo de muerte celular denominado ‘catastrofe mitotica’
controlado principalmente por cinasas especificas del ciclo celular (CDK1 y AURORA A,
por ejemplo) [186]. Este mecanismo se basa en estudios en los que se ha detectado
que la muerte en mitosis no depende de factores pro-apoptéticos, y aun asi se
manifiesta. En células HelLa, por ejemplo, el tratamiento con etopdsido puede ocasionar
muerte en mitosis bajo condiciones de sobre-expresién de BCL-2, un factor anti-
apoptotico. También se han realizado experimentos en lineas celulares, utilizando
inhibidores de caspasas. Aun inhibiendo las proteinas efectoras de la via apoptética, se
detectan células multinucleadas cuando los cultivos son tratados con agentes anti-
microtubulos [187]. Con estos reportes podemos concluir que la prevencién de
aneuploidias depende de la activacién de mecanismos de muerte durante o después de
la divisidon. Sin embargo, en casos en los que no es posible, las células tetraploides
resultantes de la evasion de la mitosis, reinician el ciclo celular, promoviendo la

generacion de aneuploidias debido principalmente a la presencia de husos multipolares.

MAD1 es una proteina necesaria para el control de la segregacion cromosdmica en
células eucariontes. Niveles bajos de esta proteina impiden el arresto del ciclo celular
en mitosis cuando las células son tratadas con agentes tanto estabilizadores, como
desestabilizadores de microtubulos [188-189]. Aunque la frecuencia de mutaciones en
genes del punto de monitoreo del huso mitético es baja, en diversos tipos de cancer se
han caracterizado polimorfismos en genes como MAD1, MAD2 Y BUBI1B, los

principales componentes que modulan el arresto [93, 96, 190-191].
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Cuando las células tienen defectos en el funcionamiento del PMHM, el arresto en
metafase no se lleva a cabo, ocasionando resistencia al tratamiento [159, 192-193].
Tanto el paclitaxel como los alcaloides de la vinca (agentes utilizados en la practica
clinica para el tratamiento de diversos tipos de cancer) promueven este arresto,
dependiente de la constante division en las células tumorales [170]. Nuestro modelo
utiliza el nocodazol, un agente desestalilizador de microtubulos, como un activador del

PMHM.

El efecto del polimorfismo MAD1 1673 G->A fue caracterizado por primera vez por
Iwanaga y colaboradores en muestras de tumores sodlidos, células transformadas por
HTLV-1 y lineas celulares de cancer de colon [129]. Analizando uUnicamente 14
muestras, no se reportaron individuos sanos homocigotos para la variante polimérfica
(AA). Lo anterior llevo a suponer que esta condicion se manifestaba exclusivamente en
células malignas, resultado de la pérdida de heterocigocidad. A diferencia de este
estudio, los resultados del presente trabajo detectaron individuos sanos AA en una
proporcion similar al numero de individuos GG, demostrando que este genotipo esta
ampliamente representado en la poblacion sana. Es importante sefalar que este es el

primer estudio en poblacion abierta en el que se evalua este polimorfismo.

El alto porcentaje de células con genotipo silvestre GG que se mantuvo en la fase G2-M
en presencia de nocodazol indica una mayor funcionalidad del mecanismo en estas
células en comparacion con las células GA o AA. La proporcion observada de células
arrestadas en metafase mediante la determinacion del indice mitético confirma este

comportamiento. Si bien la presencia del polimorfismo no desactiva el PMHM por
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completo, un menor arresto en los grupos polimoérficos puede involucrar una salida

prematura de la mitosis, probablemente acompafada de la generacion de aneuploidias.

La principal consecuencia biolégica ante un mal funcionamiento del PMHM es la
generacion de aneuploidias [194], un factor importante en el desarrollo del cancer.
Cuando el PMHM no funciona adecuadamente, las células adquieren y propagan la
inestabilidad cromosdmica a su descendencia. El analisis de micronucleos por bloqueo
de la citocinesis permite evaluar el dafo a nivel de segregacion que puede ocurrir en un
ciclo de division. El hecho de que las células con genotipo AA tengan un mayor numero
de micronucleos puede estar relacionado con la salida prematura de las células en
mitosis. Nuestros resultados muestran ademas que la diferencia en el numero de
células con micronucleos entre células GG y AA disminuye a medida que aumenta el
tiempo de tratamiento. Esto puede ser resultado del efecto tanto del nocodazol como
del paclitaxel en el rezago del ciclo celular, ya que las células portadoras del genotipo
GG se liberan de manera tardia del arresto en mitosis, y la deteccion de micronucleos
depende de que la célula complete un ciclo de division después del tratamiento. A pesar
de esta diferencia, mas del 80% de los micronucleos detectados contienen cromosomas
completos, un hallazgo que es consistente con el mecanismo por el cual actua el

nocodazol.

El anadlisis de eventos de no disyuncion en funcién del polimorfismo MAD1 1673 G A
mostré que las células portadoras del genotipo AA manifiestan un mayor numero de

eventos de este tipo en todos los tiempos de exposicidén al nocodazol o paclitaxel. Estos

Miguel Santibafiez Andrade 1 0 2



Determinacion del efecto del polimorfismo MAD1 1673 G—A en el funcionamiento del punto de monitoreo del huso mitético

Mayo 7, 2013

resultados indican que la frecuencia de eventos de no disyunciéon se asocia al efecto del

polimorfismo, y no depende del mecanismo de accion de los farmacos utilizados.

La union de MAD2 a MAD1 ocasiona un cambio conformacional en el extremo C-
terminal de MAD2. Este cambio se describe en la literatura como MAD2 cerrada (c-
MAD2) y es la forma activa que interactia con CDC20 para impedir la activaciéon de
APC/C y promover el arresto en metafase [54]. Dado que el polimorfismo no impide el
arresto en metafase por completo, proponemos que el polimorfismo disminuye en

MAD1 la capacidad para reclutar y activar a MAD2.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que el polimorfismo MAD1 1673 G—>A afecta
el PMHM, probablemente por un efecto dominante-negativo. En las células polimérficas,
el complejo MAD1-MAD2 puede perder estabilidad debido a la modificacién en un
zipper de leucina (557-571). Nuestros datos en células normales establecen las bases
para, en un futuro, disefiar una estrategia experimental que nos permita determinar el
efecto del polimorfismo en la estructura o estabilidad de MAD1 utilizando modelos de

estudio similares.

Las diferencias observadas en las frecuencias genotipicas de MAD1 1673 G-A al
comparar la poblacién sana con la poblacién de pacientes, sugieren que el polimorfismo
podria ser un factor de susceptibilidad para el desarrollo de cancer de ovario. Este es el
primer reporte sobre la frecuencia del polimorfismo en poblacion mexicana mestiza. La
base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI, SNP

MapViewer) reporta la frecuencia del polimorfismo MAD1 1673 G—>A en algunas
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poblaciones, incluyendo japonesa, africo-americana, caucasica, europea Yy una
poblacién mixta (caucasica y africo-americana). La frecuencia alélica menor reportada
por el SNP MapViewer es 0.2862. Todos los casos enlistados se encuentran por debajo
del valor obtenido en nuestra poblacién de estudio con respecto al alelo A. Estudios
posteriores pueden enfocarse a determinar si los individuos AA son mas susceptibles al

desarrollo de cancer de ovario.

Nuestros resultados muestran una asociacion del polimorfismo de MAD1 1673 G2>A
con una menor respuesta bioquimica, un menor porcentaje de pacientes con
citorreduccion optima y una menor sensibilidad al tratamiento con carboplatino-
paclitaxel. Aunque las pacientes no polimérficas muestran una mayor recurrencia, la
respuesta bioquimica es mayor, comparada con la del grupo polimérfico. Estos
resultados sugieren que el polimorfismo MAD1 1673 G—>A podria ser utilizado como un
factor pronédstico asociado a la sensibilidad para al tratamiento con carboplatino-
paclitaxel. La deteccién del polimorfismo, asociado a las caracteristicas clinicas, los
subtipos histologicos y los niveles de CA125, ofrece nuevas posibilidades de
marcadores pronosticos, estableciendo grupos favorables y desfavorables ante el
tratamiento en etapas clinicas avanzadas. Dado que el cancer de ovario es una
enfermedad heterogénea, y que ningun marcador es independiente, se necesitan mas
estudios prospectivos para la evaluacion de posibles marcadores biolégicos capaces de

identificar grupos de riesgo.
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CONCLUSIONES

El polimorfismo MAD1 1673 G—>A esta ampliamente representado en poblacién abierta,
encontrandose también en condicion homodciga (AA). Si bien este genotipo no es
resultado del proceso de transformacién maligna, tiene un efecto en la respuesta celular
al tratamiento con agentes que alteran la segregacion cromosdmica, disminuyendo la
funcionalidad del punto de monitoreo del huso mitético. La consecuencia bioldgica del
polimorfismo (producto de la falla en el arresto del ciclo celular en metafase) es la
presencia de errores en el mecanismo de segregacion cromosomica, evidenciados por
la generacion de células aneuploides. Su elevada frecuencia en pacientes con cancer
de ovario avanzado sugiere la necesidad de estudios mas exhaustivos que permitan

catalogarlo como posible factor de susceptibilidad al desarrollo de esta neoplasia.

Aunque el cancer de ovario epitelial avanzado sigue siendo un reto a nivel terapéutico,
nuestros resultados proveen informacion que sugiere la existencia un sub-grupo que
tendra una mejor respuesta al tratamiento antineoplasico estandar. La recurrencia es
mayor en este grupo, situacién que puede deberse a un reducido tamafio de muestra
para el caso de las pacientes no polimérficas. Por consiguiente, estos hallazgos
resaltan la necesidad de estudios prospectivos que incluyan un mayor numero de

pacientes bajo las condiciones aqui descritas.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL TEXTO

Adenina
aminoacido

Adenosine triphosphate Binding Cassette 1

Adenomatous polyposis coli
Anaphase Promoting Complex/Cyclosome
Area under the curve
B-Cell CLL/Lymphoma 2
Breast Cancer 1
BUB1-Related protein
Budding Uninhibited by Benzimidazole 1
Budding Uninhibited by Benzimidazole 3
Closed-MAD2
Centrosome Associated Protein 1
Carboxilo-terminal
Carbohydrate Antigen 125
Carboplatino
Cell Division Cycle homologue 20
Cis-diamino-dicloroplatino
Cyclin Dependent Kinase 1
Cyclin Dependent Kinase 2
CENtromere Protein A
CENtromere Protein C
CENtromere Protein E
CENtromere Protein H
CENtromere Protein M
CENtromere Protein N
CENtromere Protein T
Cancer epitelial de ovario
Centro organizador de microtubulos
Deoxyribonucleic acid
Federation of Gynecology and Obstretics
Fluorescence in situ hibridization
Guanina
Gynecologic Oncology Group
Histidina
Human T-Lymphotropic Virus 1
Inestabilidad cromosémica
Inner CENtromere Protein-1
interference RiboNucleic Acid
Mitotic Arrest Deficient 1
Mitotic Arrest Deficient 2
Mitotic Arrest Deficient 3
Mitotic Checkpoint Complex
MonoPolar Spindle 1
Mammalian STE20-Like Protein Kinase 2
Amino-terminal
Nocodazol
NIMA-rElated Kinase 2A
Never In Mitosis A
Open-MAD2
Polymerase Chain Reaction
Pacientes con cancer de ovario avanzado
Polo-Like Kinase 1
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PP1y Protein Phosphatase 1y
PTX Paclitaxel
R Arginina
RB RetinoBlastoma
RECIST Response evaluation criteria in solid tumors
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
RNA Ribonucleic acid
ROD ROughDeal
SCC1 Sub-unit Cohesin Complex 1
SCC3 Sub-unit Cohesin Complex 3
SG Sobrevida global
SLP Sobrevida libre de progresion
SMC1 Structural Maintenance of Chromosomes 1
SMC3 Structural Maintenance of Chromosomes 3
SMC3P Structural Maintenance of Chromosomes 3P
SNP Single Nucleotide Polymorphism
SSLP Simple Sequence Length Polymorphism
STR Short Tandem Repeats
TRF1 Telomeric Repeat Binding Factor 1
TXBP181 TAX Binding Protein 181
VNTR Variable Number of Tandem Repeats
ZWINT-1 ZW INTeractor-1
ZW10 Zeste White 10
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The MAD1 1673 G — A polymorphism alters the function of the
mitotic spindle assembly checkpoint and is associated with
a worse response to induction chemotherapy and sensitivity
to treatment in patients with advanced epithelial ovarian cancer
Miguel Santibafiez?, Dolores Gallardo®, Flavia Morales®, Alejandro Lopez?,
Diddier Prada?®, Julia Mendoza®, Clementina Castro® David Cantu de Le6nS,
Luis F. Ofiate®, Delia Perez®, Alejandro Mohar® and Luis A. Herrera®

Background Mitotic arrest deficient 1 (MAD1), a protein
of the mitotic spindle assembly checkpoint (SAC),
recognizes MAD2 through two leucine zippers, transporting
and activating MAD2, which promotes a metaphase arrest
signal. A single nucleotide polymorphism of MAD1 was
found to affect the SAC function that could be involved

in a poor response to therapeutic agents that alter the
dynamics of microtubules.

Objective The aim of this study was to examine the
relationship of the polymorphism MAD1 1673 G— A
(rs1801368) with the efficiency of the SAC and the
generation of aneuploidies and with the therapeutic
response of patients with ovarian cancer.

Methods The polymorphism was evaluated in 144 healthy
individuals and 91 patients. Mitotic arrest and the presence
of errors in segregation were analyzed in cultured human
lymphocytes treated with nocodazole and paclitaxel.
Errors in segregation were also evaluated in 27 biopsies
of patients.

Results Allele frequencies in healthy individuals were
G: 50%, A: 50%, whereas in the patients they were G: 38%,
A: 62% (P<0.05). The percentage of cells with mitotic
arrest was higher among GG cells (P<0.05). The frequency
of micronuclei and nondisjunction events increased in AA
cells (P<0.05). Tumors from polymorphic patients had

Introduction

The treatment of ovarian cancer presents a major challenge.
Although more than 60% of patients are sensitive to
chemotherapy, this gynecological neoplasia nevertheless is
difficult to manage [1]. Treatment with standard che-
motherapy and cytoreductive surgery has achieved a global
response and initial control of the disease in ~80% of
cases [2]. However, the 5-year survival rate in these
patients does not exceed 50% [3]. Although they respond
to chemotherapy, the majority of patients will still develop
a recurrence of the cancer that proves fatal, with relapse
rates as high as 50% after 2 years [4-5]. In this scenario, an
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a higher percentage of aneuploid cells (P<0.05).

The GG patients showed a higher biochemical response,
optimal cytoreduction, and sensitivity to the treatment.
There were no differences in progression-free or overall
survival between both groups.

Conclusion The polymorphism MAD1 1673 G — A affects
SAC functionality, increasing the frequency of aneuploid
cells. This polymorphism modifies the response to
agents that alter the dynamics of microtubules in patients
with ovarian cancer. Pharmacogenetics and Genomics
23:190-199 © 2013 Wolters Kluwer Health | Lippincott
Williams & Wilkins.
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understanding of the tumor biology and development of
the disease is very important for its management.

To date, the prognostic factors and biochemical response
markers for advanced ovarian cancer are limited [6].
The induction treatment, as well as the adjuvant treatment
following primary optimal cytoreduction, involves regimens
that are based on platinum salts and taxanes: three
cycles before surgery and then another three afterward or
six cycles of adjuvant after cytoreduction, depending on
the case [7]. Studies on predictive response factors
for induction chemotherapy have reported the importance
of the serum levels of the tumor marker CA125 in the
biochemical response and as a predictive factor for
recurrence [8-9].

DOI: 10.1097/FPC.0b013e32835ea08a
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Mitotic arrest deficient 1 (MAD1) and MAD?2 form a part
of the mitotic spindle assembly checkpoint (SAC), a
group of proteins that insure proper chromosomal
segregation during mitosis of eukaryotic cells [10-12].
Any alteration of this checkpoint predisposes a cell to
chromosomal instability and results in the presence of
aneuploid cells [13-15]. MAD1 has two leucine zippers
in its sequence (aa 501, 522, and 557-571) that allow it to
recognize, activate, and transport MAD2 to the kineto-
chore [13].

Previous reports have described the presence of a
polymorphism in nucleotide 1673 of the MADI gene,
a G—>A (rs1801368) transition that causes the replace-
ment of an arginine by a histidine in codon 558. This
change modifies the sequence of amino acids in the
second leucine zipper. The relative frequency reported in
cancer cell lines is 0.67 for allele A and 0.33 for allele G,
and a homozygous polymorphic genotype was suggested
as being exclusive to transformed cells [13]. As SAC
activation depends on the recruitment of MAD2 to the
kinetochore, the AA genotype could cause a deficient
metaphase arrest in normal cells exposed to compounds
that alter chromosome segregation. For this reason, the
polymorphism MADI 1673 G—A4 may be an important
factor in the control of mitosis, a negative influence
during the process of chromosomal segregation, and in
creating a predisposition to the generation of aneuploid
cells. Although it has been determined that the
phenotype generated by the change in the amino acid
sequence alters the dynamic of mitosis, there has been no
study to evaluate the effect of this polymorphism on the
generation of chromosomal instability.

Given that the first line of treatment for ovarian cancer
involves the use of antimicrotubule agents, the study of
this polymorphism could provide important insights into
new strategies to treat ovarian cancer, allowing the
incorporation of useful new markers to individualize and
optimize therapeutic interventions in cancer patients.
The aim of this study was to analyze the effects of the
polymorphism MADI 1673 G—A on the control of
chromosomal segregation as well as its influence on the
response to treatment using the carboplatin-paclitaxel
(CBP-PTX) regime and progression-free and overall
survival in patients with advanced epithelial ovarian
cancer.

Methods

DNA isolation, genotype analysis, and sequencing

To determine the incidence of the polymorphism MADI
1673 G— A, 144 healthy individuals were enrolled in the
study. All healthy individuals were recruited from Mexico
City, were born in Mexico, with Mexican parents and
grandparents, and were between 20 and 30 years of age;
they were nonsmokers, nondrinkers, and were not
receiving medical treatment at the time of sampling.

The DNA was isolated from peripheral blood samples by
extraction using phenol/chloroform and precipitation in
ethanol. Exon 17 of MADI was amplified by PCR using
the following primers:

5-GTGTGAGAAT TCCTGCAGGGTGACTATGACCAG-3
and 5'-GAGTCTGGATCCCTGCCACCTCCTTGGAC
GATGGCAGAC-3'.

The detection of the polymorphism MADI 1673 G—A
in the 241-bp product was carried out by restriction
fragment length polymorphism using the enzyme Bs7U1.
Three samples were sequenced to confirm the results
from the restriction fragment length polymorphism assay.

Flow cytometry and mitotic index

Peripheral blood lymphocytes were isolated from 18
healthy men (six GG, six GA, six AA) and cultured in
triplicate. The cells were cultured in RPMI 1640 media
(10% fetal bovine serum, 1% L-glutamine) and stimulated
with phytohemagglutinin (2%). After 48 h, the cells were
treated with 0.2 pg/ml (663 nmol/l) nocodazole for 2, 6,
and 12 h. For flow cytometry, cells were fixed with 70%
ethanol, and propidium iodide was added for DNA
content analysis. For each sample, 20000 events were
analyzed. The proportion of cells undergoing apoptosis
(sub-G1 fraction) was measured to exclude differences in
cell viability. For the mitotic index, cells were fixed in
Carnoy’s solution, dropped onto cold slides, and stained
with Wright’s stain. The mitotic index was determined
per 1000 cells/slide using bright-field microscopy.

Cytokinesis-block micronucleus assay

Lymphocytes were isolated from eight healthy men (four
GG and four AA) and cultured in triplicate. The cells
were cultured in supplemented RPMI media. After 48 h,
the cells were treated with 0.2 pg/ml (663 nmol/l)
nocodazole or 0.085 pg/ml (100 nmol/l) paclitaxel for 24,
30, 36, 42, and 48 h. Cytochalasin B (6 pg/ml) was added
24 h before the cells were fixed in Carnoy’s solution. The
cell suspension was then dropped onto cold slides and
stained with Wright’s stain. The micronucleus frequency
per 1000 binucleated cells/slide (9000 cells/treatment/
individual) was determined by bright-field microscopy.
In addition to the sub-G1 fraction in flow cytometry, we
also collected morphological data to determine the number
of apoptotic cells observed to exclude differences in cell
viability [16,17]. The cytokinesis-block cells treated with
nocodazole were also used to detect centromere-positive
micronuclei using a pancentromeric probe (Kreatech Bio-
technology, Amsterdam, the Netherlands). Centromeric
probes specific to chromosomes 1, 9, 16, and Y (VYSIS;
Abbot Molecular, Des Plaines, Illinois, USA) were used for
analysis of nondisjunction in binucleated cells. Denatura-
tion was performed at 75°C, and hybridizations were
carried out at 37°C overnight in a humid chamber; slides
were counterstained with DAPI (Vectashield H-1200;
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Vector Laboratories Inc., Burlingame, California, USA).
Binucleated cells were analyzed for nondisjunction in three
independent experiments using a UV Carl Zeiss micro-
scope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). A minimum of
500 binucleated cells were analyzed on coded slides.

Fluorescent in-situ hybridization assays for the
detection of aneuploidies in patient tumor samples
Paraffin-embedded tumor tissues available from 27 of the
study patients (three GG, 15 GA, and nine AA) were used
to determine whether there was a difference in the
frequency of aneuploidies associated with the polymor-
phism MADI 1673 G—A in the tumor cells of patients
with advanced ovarian cancer. Paraffin was removed from
the samples; thereafter, they were mounted onto charged
slides, permeabilized, and hybridized with centromeric
probes specific to chromosomes 1, 9, and 16 according to
the manufacturer’s instructions (VYSIS; Abbot Molecular).
The percentage of anecuploidy (detection of errors in the
distribution of chromosomes 1, 9, and 16) was determined
by fluorescence microscopy. Fifty cells were analyzed per
sample.

To determine the effects of the polymorphism MADI
1673 G— A on the response to treatment with agents that
alter chromosomal segregation, the parameters of re-
sponse and progression were analyzed in patients with
advanced epithelial ovarian cancer according to the
genotypes determined from peripheral blood DNA.

Population

The study population included patients with an initial
diagnosis of advanced epithelial ovarian cancer who were
evaluated from 1 June 2002 to 1 February 2009. The
protocol was approved by the scientific and ethics
committees of our institution. Patients included in the
study received three cycles of first-line CBP-PTX
induction chemotherapy; their ages ranged between 18
and 75 years. The patients had a Karnofsky performance
status of at least 70%, adequate bone marrow function,
and the following test levels: leukocytes, 3.5 x 107/1;
platelets, 100 x 10%/1; hemoglobin, 10g/dl; creatinine
clearance, at least 40 ml/min; bilirubin, less than
2.0umol/l; and transaminase level less than twice the
normal upper limit. The total number of genotyped
patients was 91, of whom 74 were included in the
analysis; 17 patients were excluded because of several
reasons such as previous treatment, values beyond the
range with respect to the inclusion criteria (Karnofsky
performance status and test levels), or refusal by the
patient to participate in the study.

The patient group included those individuals who were
treated initially with induction chemotherapy (three
cycles of intravenous carboplatin AUC 6 and paclitaxel
175 mg/m?) and interval debulking surgery, followed by
three consolidated cycles of the same regime. There were

monthly or bimonthly follow-ups with determination of
CA125 and clinical evaluation until biochemical or clinical
evidence showed recurrence of the disease. The follow-
up started after the last consolidation cycle and it
continued for 5 years in each patient (60 months).

Patients were divided according to the genotype MADI
1673 G— A into polymorphic and nonpolymorphic groups.
The polymorphic group included patients who were
carriers of at least one variant allele (AA and GA), whereas
the nonpolymorphic group included homozygous patients
with the wild-type allele (GG). Data were recorded in
terms of chemotherapeutic response (CA125 < 35 U/ml)
after three cycles of induction chemotherapy, optimal
cytoreduction (residual disease under 1 cm after interval
debulking surgery), treatment sensitivity (disease-free
period of more than 6 months after systemic therapy),
progression-free survival period, and overall survival.
To obtain the odds ratio in patients with at least one
polymorphic allele, the biochemical response was analyzed
by logistic regression, adjusted for age and clinical stage.

Statistical analysis for all experiments was carried out
using SPSS v. 20.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA)
with a significance level of a equal to 0.05. The y-test of
independence was applied for nonparametric data and
one-way analysis of variance was applied for average
values. A y°-test was used to compare the response
criteria according to the MADI genotype. The progres-
sion-free survival period and global survival were analyzed
using the Kaplan—-Meier estimator and the log-rank test.

Results

The polymorphic homozygous genotype (GG) is found in
healthy individuals but is more prevalent in patients with
advanced epithelial ovarian cancer. Of the 144 samples
evaluated from healthy participants, the distribution of
genotypes was 35 (24%) GG, 74 (52%) GA, and 35 (24%)
AA. This distribution maintains Hardy—Weinberg equili-
brium. In the 91 blood samples from patients, the distri-
bution was 15 (16%) GG, 40 (44%) GA, and 36 (40%) AA.
Comparison of populations showed a higher frequency of
the A allele in samples from patients with advanced
epithelial ovarian cancer (P =0.014) and a larger fre-
quency of individuals with the AA genotype in that group
(P=0.013). Compared with healthy participants, the
distribution of ovarian cancer patients did not maintain
Hardy—Weinberg equilibrium.

The polymorphism MADI 1673 G—A affects the
efficiency of the SAC. The results of flow cytometric
analysis on the basis of DNA content showed that the
proportion of cells treated with nocodazole that remained
arrested in the G2/M transition was larger in the GG
genotype carriers than in GA and AA cells for different
exposure times (P < 0.05; Fig. 1a). However, the mitotic
index showed a lower number of metaphases in cells
harboring the polymorphic allele (GA and AA)

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.



MAD1 alters SAC and sensitivity in ovarian cancer Santibanez et al. 193

Fig. 1 Fig. 2
(@) 50
° @ B GG [ AA
80 [+ GG -=GA -a-AA]| * 40 -
_ 70 A 30 4
¥ 60
= 20 A
& 50 A
(O)
£ 401 10 +
£
§ o] N el il el
20 A @)
Z 50
m
10 ° (b)
S
0 © 40+ " . ®
o) *
(b) S o504 7
800 w 30
[0}
o 20
700 A 3
g
600 - S 104
>
x s
$ %99 5 o
£ =
© 400 A
e 50
S 300 1 (c)
40 ®
200 A * * ® "
100 30 1
0 T T 20 4
2 6 12
Treatment (h) 10
Analysis of cell-cycle arrest as a function of the MAD1 1673 G— A o
polymorphism. (a) Flow cytometric analysis on the basis of the DNA
content in lymphocytes stimulated with phytohemagglutinin and treated
with nocodazole (0.2 pg/ml) for 2, 6, and 12 h. Points on the line 120 d)
indicate the percentage of cells in the M phase. (b) Mitotic indices
in lymphocytes stimulated with phytohemagglutinin and treated with 100 +
nocodazole (0.2 ug/ml) for 2, 6, and 12 h. Points on the line indicate =
the number of cells arrested in metaphase. All results are the average & 80+
of three independent experiments. G: wild-type allele; A: polymorphic z
allele. *P<0.05. % 60
pd
W 404
(P <0.05; Fig. 1b). These results indicate that, in the 20 -
presence of both an agent that destabilizes the
microtubule—kinetochore attachment and at least one 0- o4 30 ' 35 "o 48

polymorphic allele, the SAC loses functionality. The
proportion of cells undergoing apoptosis (sub-G1 frac-
tion) was the same for all three genotypes (~4% for all
genotypes for different times of exposure).

The polymorphism MADI 1673 G—A is associated with
a higher frequency of aneuploid cells. The data obtained
from the cytokinesis-block micronucleus assay show
a higher frequency of cells with micronuclei in lympho-
cytes from AA individuals who were treated i vitro with
nocodazole and paclitaxel than in those from GG
individuals (P < 0.05; Fig. 2b and c). The frequency of
micronuclei increased in GG cells as a function of

Treatment (h)

Frequency of cells containing micronuclei (MN) per 1000 binucleate
cells (BNC) as a function of the polymorphism MAD1 1673 G— A. (a)
Controls without treatment; cells treated with (b) nocodazole

(0.2 ug/ml) or (c) paclitaxel (0.085 pg/ml). (d) Percentage of MN
containing centromeres determined using a pan-centromeric probe.
All results are the average of three independent experiments.
*P<0.05. CEN, centromere.

treatment time. No differences were found between
the MAD1 1673 G—A polymorphism genotypes with
respect to the number of apoptotic cells observed (2% in
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controls, up to 5% in treated cells). The results from the
fluorescent in-situ hybridization assay in cells treated with
nocodazole, using a pan-centromeric probe, confirmed the
presence of complete chromosomes in the micronuclei.
The percentage of centromere-positive micronuclei
showed a distribution from 80 to 100%, with no differences
between treatment times or between the cells of GG and
AA individuals (Fig. 2d). However, the fluorescent in-situ
hybridization assay performed with specific centromeric
probes showed a larger number of nondisjunction events in
AA cells compared with GG cells after treatment with
nocodazole or paclitaxel, independent of the duration of
treatment (P < 0.05; Fig. 3b and c).

The tumors of patients carrying at least one polymorphic
allele (GA and AA) showed a higher percentage of
aneuploid cells compared with those of patients with
nonpolymorphic cells (GG). The percentage of aneuploid

cells in samples from AA and GA individuals (71 and 64%,
respectively) is higher than that in samples from GG
patients (38%, P < 0.05; Fig. 4).

The polymorphism MADI 1673 G— A is associated with a
worse response to induction chemotherapy, optimal
cytoreduction, and sensitivity to treatment in patients
with advanced epithelial ovarian cancer. Of the 91
patients for whom the polymorphism was determined,
74 were included in the analysis of treatment response
(13 GG, 30 GA, and 31 AA) according to our selection
criteria. The patients with at least one polymorphic allele
(AA and GA) were included in the polymorphic group.
Thus, 61 polymorphic patients and 13 nonpolymorphic
patients were included.

The median age of the patients was 55 years (7= 74;
range 36-83 years), and 74% of the patients were younger
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Analysis of nondisjunction events in lymphocytes in relation to the MAD1 1673 G— A polymorphism. (a) Controls without treatment. Cells treated
with (b) nocodazole (0.2 ug/ml) or with (c) paclitaxel (0.085 pg/ml). (d) Cells with normal (1-2) chromosome segregation or with nondisjunction
events (3—4; white arrows). The bars show the average nondisjunction events in chromosomes 1, 9, 16, and Y in untreated binucleate cells (BNC)
at different treatment times. All results are the average of three independent experiments. *P<0.05.
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than 65 years of age (55/74). With respect to clinical
stage, 54 patients (73%) were diagnosed with stage 111
cancer and 20 (27%) had stage IV cancer. The initial
diagnosis was made through exploratory laparotomy in 48
patients (65%); in the remaining cases, the diagnosis was
made by guided biopsy of the pelvic lesion and/or
assessing the cytology of the ascitic fluid. The predomi-
nant histological type was high-grade serous papillary
(n =44, 59%). Other histological types were endome-
trioid (7 =3), clear cell (#=3), mucinous (z=1), and
mixed (7 = 23). Table 1 summarizes the clinical features
of the patients analyzed.

The serum level of the tumor marker CA125 at the time
of diagnosis ranged from 28.6 to 38219 U/ml, with an
average basal level of 4594.5 U/ml. The average basal level
of CA125 was higher in the nonpolymorphic patients than
in the polymorphic patients (5.075 vs. 4.492 U/ml),
although the difference was not statistically significant
(P=0.86). The global treatment response after three
cycles of induction chemotherapy was determined by
periodic determination of the serum level of CA125.
Levels of up to 35U/ml were considered to be a
biochemical response and were observed in 36% (27/74)
of the total patients, 77% (10/13) of the nonpolymorphic
patients, and 31% (19/61) of the polymorphic patients.
Data analyzed by logistic regression, adjusted for age and
clinical stage, indicated that the presence of at least
one polymorphic allele was associated with a lower
biochemical response, with an odds ratio of 3.99 [95%
confidence interval (CI) 1.01-15.83; Table 2]. Even when

Fig. 4
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Percentage of aneuploid cells in biopsies from patients with advanced
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blind experiment using samples from three GG individuals, 15 GA
individuals, and nine AA individuals. *Statistically significant differences
between the genotypes (P<0.05).

the basal value was higher in the nonpolymorphic
patients, the level of CA125 before surgery was lower in
this group (170.1 vs. 231.6 U/ml).

Optimal cytoreduction was successful in 74% (55/74) of
the total patients. All of the nonpolymorphic patients
(13/13) had optimal cytoreduction as opposed to 69%
(42/61) of the polymorphic patients.

Among the patients, 53% (39/74) were considered
responsive to chemotherapy, whereas the remaining 47%
(35/74) experienced progression of the disease. Of the
nonpolymorphic patients, 69% (9/13) were responsive to
treatment in contrast to 49% (30/61) of the polymorphic

Table 1 Clinical features of advanced ovarian cancer patients
evaluated

Clinical features Median (range) or n (%)

Age 55 (36-83)

CA125 basal 4594.48 (28.60-38219.00)
Clinical feature (n=74)

Clinical stage

n 54 (73)

v 20 (27)
Histology

Papillary serous 44 (59.5)

Endometrioid 3 (4.1)

Clear cell 3 (4.1)

Mucinous 1(1.4)

Other 23 (31.1)
Differentiation grade

Well 7 (9.5)

Moderate 3 (4.1)

Poor 64 (86.5)
MAD1 1673 G— A genotype

GG 13 (17.6)

GA 30 (40.5)

AA 31 (41.9)
CA125 before surgery (U/ml)

<35 27 (36.5)

>35 47 (63.5)
Optimal cytoreduction

Yes 55 (74.3)

No 19 (25.7)
Recurrence

Yes 30 (12.2)

No 9 (40.5)

No data (because of progression) 35 (47.3)

Table 2 Logistic regression analysis of the biochemical response
to carboplatin-paclitaxel as a function of MAD1 1673 G— A.

95% ClI for Exp

(B
Variables B SE Wald df Sig. Exp (B) Lower Upper
MAD1 1.385 0.703 3.885 1 0.049 3.994 1.008 15.826
polymorphic
Age -0.054 0.023 5375 1 0.020 0.948 0.906 0.992

0.712 0.661 1.159 1 0.282 2.037 0.558 7.444
2,280 1.333 2926 1 0.087 9.779

Clinical stage
Constant

The presence of at least one polymorphic allele increases the relative risk
of nonresponding to induction chemotherapy in patients with advanced ovarian
cancer (CA125>35U/ml, P<0.05).

The results were adjusted for age and clinical stage.

B, estimated odds ratio; Cl, confidence interval; d.f, degrees of freedom;
Sig., significance; Wald, Wald test statistic.
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Survival curves in patients with advanced epithelial ovarian cancer according to the polymorphism MAD1 1673 G— A. Patients were divided
according to the genotype MAD1 1673 G— A into polymorphic and nonpolymorphic groups. The polymorphic group included patients who were
carriers of at least one variant allele (AA + GA), whereas the nonpolymorphic group included homozygous patients with the wild-type allele (GG).
(a) Progression-free survival, (b) Overall survival.

patients. In the nonpolymorphic group, 89% (8/9) of the showed recurrence. The mean progression-free survival
patients experienced recurrence of the disease, whereas period for all the patients was 6.5 months, with a range of
in the polymorphic group, 73% of the patients (22/30) 0-39 months (P=0.8; Fig. 5a). Although no statistically
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significant difference was observed, the nonpolymorphic
patients tended to show delayed progression, with a
progression-free period of 11.3 months (95% CI 2.8-37)
compared with 9.11 months (95% CI 7.9-14, P = 0.3) in the
polymorphic patient group. The patients’ average overall
survival was 35.5 months, with a range of 5-85 months. On
comparing the overall survival with polymorphic status, it
was observed that 85% (11/13) of the nonpolymorphic
patients survived during follow-up compared with 82%
(50/61) of the polymorphic patients (P = 0.316; Fig. 5b).

Discussion

MAD1 is a protein necessary for the control of
chromosomal segregation in eukaryotic cells. Low levels
of this protein impede cell-cycle arrest in mitosis when
cells are treated with microtubule-stabilizing and micro-
tubule-destabilizing agents [18-19]. Although the muta-
tion frequency of SAC genes is low, polymorphisms in
genes, such as MADI11.1, MAD2IL.1, and BUBI1b, have been
identified in various types of cancer as the main
components modulating the arrest [20-23].

The SAC is an extremely sensitive mechanism that is
capable of detecting the presence of a single chromosome
without a bipolar attachment to the mitotic spindle and
then delaying anaphase initiation. There are two conse-
quences when cells remain in prolonged mitotic arrest:
induction of apoptosis, either during mitotic arrest or by
mitosis slippage, followed by apoptosis activation in Gl
tetraploid cells [24-27]. However, if there are defects in
the function of the SAC, arrest does not take place,
resulting in aneuploidy and resistance to treatment [28-30].
Paclitaxel, as well as Vinca alkaloids (agents used in clinical
practice for the treatment of various types of cancer),
promote this arrest, which is dependent on the constant
division of tumor cells [25]. Our experiments used either
nocodazole or paclitaxel (a microtubule-destabilizing and a
microtubule-stabilizing agent, respectively) as activators of
the SAC.

The effect of the polymorphism MADI 1673 G— A was
characterized for the first time by Iwanaga ez 4/ [13] in
solid tumor samples, cells transformed by human
T-lymphotropic virus type 1, and colon cancer cell lines.
In a small screening of 14 samples, there were no healthy
AA individuals, which led to the assumption that this
condition resulted from loss of heterozygosity in cancer
cells. By contrast, the present study detected healthy AA
individuals, showing that this genotype is also repre-
sented in the healthy population. It is important to note
that this is the first study on a healthy population in
which this polymorphism was evaluated.

The high percentage of cells with the wild-type genotype
maintained in the G2/M transition in the presence of
nocodazole indicates a greater functionality of the
mechanism in these cells than in those with the GA or
the AA genotype. Metaphase-arrested cells observed by

mitotic index determination confirmed this behavior. Our
results indicate that cells harboring at least one
polymorphic allele (GA + AA) may have a less efficient
SAC. However, the polymorphism does not activate
metaphase arrest completely.

The biological consequence of a malfunction in the SAC is
the generation of aneuploidy [31], an important factor in
the development of cancer. This malfunction of the SAC
allows cells to acquire and propagate chromosomal
instability to their descendents. The cytokinesis-block
micronucleus assay allows for the evaluation of cell
damage at the level of chromosomal segregation. The fact
that cells with the genotype AA have a larger number of
micronuclei may be related to the premature end of
mitosis. Our results also show that the difference in the
frequency of cells with micronuclei between GG and AA
individuals after treatment decreased with time. This may
be a result of the effect of both nocodazole and paclitaxel
on the retardation of the cell cycle because carrier cells of
the GG genotype are late to emerge from arrest in mitosis,
and the detection of micronuclei depends on the cell
passing through a cycle of division after treatment.
Despite this difference, more than 80% of the micronuclei
detected in both groups (control and treated) contained
complete chromosomes, a finding that is consistent with
the mechanism by which these compounds act.

The analysis of nondisjunction resulting from the
polymorphism MADI 1673 G — A showed that the carrier
cells of the AA genotype presented a larger number of
nondisjunction events for all nocodazole or paclitaxel
exposure times analyzed.

The binding of MAD1-MAD?2 causes a conformational
change in the MADZ C-terminal tail. This change is
described in the literature as closed MAD2, and it is the
active form that binds cell-division cycle protein 20 to
inhibit anaphase-promoting complex/cyclosome activa-
tion and promote metaphase arrest [32]. Because of the
fact that the polymorphism does not activate the
metaphase arrest completely, we hypothesize that poly-
morphic MAD1 reduces its capability to recruit and
activate MAD?2.

Taken together, these results suggest that the MAD1 1673
G — A polymorphism affects the SAC, probably through
a dominant negative effect. In polymorphic cells, the
MAD1-MAD2 complex could be less stable because of a
modification in one leucine zipper (557-571). Our data
on normal cells provide the basis for future studies that
address the effect of polymorphisms on the MADI1
structure or stability in similar models.

The differences observed in the genotypic frequencies of
MADI 1673 G—A between healthy individuals and
patients may suggest that the polymorphism could be a
risk factor for ovarian cancer. This is the first report on
the frequency of the MAD?I 1673 G— A polymorphism in a
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Mexican Mestizo population. Data from SNP MapViewer
report the MAD1 1673 G— A polymorphism frequency in
populations  (hztp:/fwww.nchi.nlm.nih.gov/SNP/sup_ref.cgilrs
= [801368) including Japanese, African-American, Cauca-
sian, European, and a mixed population (Caucasian and
African-American). The minor allele frequency reported
by SNP MapViewer is 0.2862. All populations enlisted in
the study showed values lower than those obtained in our
study population with respect to the A allele. More
studies should be conducted to determine whether AA
individuals are more susceptible to developing ovarian
cancer. We decided to group patients with at least one
polymorphic allele (GA + AA) because our in-vitro results
suggested loss of functionality during metaphase arrest in
cells with these genotypes compared with the homo-
zygous wild-type genotype.

Our results show an association of the MADI polymorph-
ism with a lower biochemical response, a smaller
percentage of patients with optimal cytoreduction, and
a reduced sensitivity to treatment with CBP-PTX. In
addition, nonpolymorphic patients showed a better
biochemical response, although the recurrence was higher
compared with that among polymorphic patients. These
results suggest that the polymorphism MADI 1673 G— A
could be used as a prognostic factor for CBP-PTX
sensitivity. The diagnosis of this polymorphism, together
with clinical characteristics, histological subtypes, and
CA125 levels, offers new possibilities for the identifica-
tion of favorable and unfavorable criteria for the treat-
ment of ovarian cancer in advanced clinical stages. Given
that ovarian cancer is a heterogeneous disease and that
none of these markers are independent, further prospec-
tive studies are required for the evaluation of possible
biological markers to identify risk groups.

Conclusion

The polymorphism MADI 1673 G— A is well represented
in the general population. Its high frequency in patients
with advanced ovarian cancer points to the need for
further study on its possible use as a marker of risk for
this neoplasia. The polymorphism alters the function of
the SAC, predisposing cells to the generation of
aneuploidies. Although advanced epithelial ovarian cancer
continues to be a therapeutic challenge, our results
provide information suggesting that, within the group of
patients with this neoplasia, there exists a subgroup that
will show a better response to standard antineoplastic
treatment. However, although this group shows a more
favorable response to an initial treatment, it shows a
greater rate of recurrence. In our analysis, overall and
progression-free survival did not achieve statistical
significance between the different groups, which could
possibly be explained by the reduced sample size in the
group of nonpolymorphic patients. Therefore, these
findings indicate the need for a study on a larger number
of patients with these genotypic characteristics.
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