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VI DISCUSION

1. ESTUDIO DE LOS NIVELES EXPRESION DE LOS GENES DEL
SISTEMA DE REPARACION NHEJ EN BIOPSIAS PRE-
TRATAMIENTO DE PACIENTES CON CECC LOCALMENTE
AVANZADO TRATADOS CON QUIMIOTERAPIA DE INDUCCION
SEGUIDA DE RT/QRT O CIRUGIA

1.1. LA EXPRESION DE LOS GENES DEL COMPLEJO DNA-PK PREDICE LA
EVOLUCION CLINICA.
En el estudio prospectivo, los tumores que presentan una respuesta tumoral a la QTI

superior al 50% tienen niveles de mMRNA de Ku70, Ku80 y DNA-PKcs
significativamente mas elevados que los tumores con una respuesta tumoral a la QTI
inferior al 50%. El nivel de mRNA de Ku70 es un factor de riesgo independiente de la
recidiva tumoral. Los pacientes con tumores que expresan un nivel elevado de mRNA
de Ku70 o Ku80 presentan una mayor SLRL que los pacientes con tumores que
expresan un nivel bajo de estos genes. La capacidad de Ku70 de predecir la recidiva
tumoral aumenta cuando en el andlisis se incluyen Unicamente a aquellos pacientes que
al finalizar la QTI siguieron un tratamiento genotdxico conservador, excluyendo a los
pacientes tratados con cirugia radical. Cuando s6lo se incluyd a estos pacientes en el
analisis, se observo un riesgo de recidiva aproximadamente 6 veces mayor en pacientes
con tumores con niveles altos que en aquellos con niveles bajos de mRNA de Ku70 (
TR: 28,2 vs TR: 4,7. Tabla 9) que cuando incluimos en el andlisis todos los pacientes.
Estos resultados indican que Ku70 predice la recidiva tumoral en pacientes que reciben
tratamiento genotoxico y que la cirugia radical altera los resultados clinicos esperados
que pasan a depender de otros factores no relacionados directamente con la sensibilidad
de las células tumorales al tratamiento genotoxico.

En el estudio retrospectivo, analizamos el nivel de expresion de las proteinas Ku70 y
Ku80, en una cohorte independiente de pacientes, mas numerosa y con un seguimiento
mas prolongado que en el estudio prospectivo. Este hecho posibilitd realizar una
observacion mas exhaustiva de la relacion entre los niveles de expresion de estas
proteinas y la respuesta tumoral, la supervivencia libre de recidiva local (SLRL) y la
supervivencia global (SG). De acuerdo con los resultados del estudio prospectivo, los
tumores con una respuesta superior al 50% presentan un porcentaje de células tumorales

positivas para Ku70 o Ku80 mas elevado que los tumores con una respuesta tumoral
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inferior al 50%. Dichas diferencias alcanzan significacion estadistica inicamente para la
proteina Ku70.

Ademas, el porcentaje de células tumorales positivas para Ku70 es un factor de riesgo
independiente tanto de la recidiva tumoral como de la muerte del paciente. Los
pacientes con tumores que expresan un porcentaje alto de células positivas para Ku70
presentan una mayor SLRL y SG que los pacientes con tumores que expresan un
porcentaje bajo de células positivas para Ku70.

Estos resultados indican que el nivel de expresion de Ku70 es un marcador predictivo de
la respuesta tumoral, de la supervivencia libre de recidiva local y de la supervivencia
global en pacientes tratados con QTI, seguida de RT/QRT o cirugia. Otros factores
prondstico cldsicos como la afectacion ganglionar o la localizacion, evaluados en este
estudio, estan asociados Unicamente con la supervivencia global del paciente, no
mostrando asociacion con la supervivencia libre de recidiva local. Las diferencias entre
los resultados de respuesta tumoral, SLRL y SG indican que, ademas de la sensibilidad
de las células tumorales a los agentes genotdxicos, existen otros factores que pueden
influir en el comportamiento bioldgico del tumor y en la supervivencia global del
paciente como son la afectacion de los ganglios linfaticos o la aparicion de metastasis a
distancia. En CECC, se ha descrito que, la afectacion ganglionar es un factor de mal
prondstico; sin embargo, no es util para predecir la evolucion clinica de los pacientes
tratados con quimioterapia de induccion, seguida de RT/QRT o cirugia.'*>'*

Por otro lado, nuestros resultados son consistentes con publicaciones previas que
describen que la quimioterapia de induccion predice la respuesta tumoral al tratamiento

18, 103, 160
» 2 Estos

subsiguiente con radioterapia (RT) y la supervivencia global del paciente.
hallazgos indican que el nivel de expresion de Ku70 predice la evolucion clinica de los
pacientes con CECC tratados con quimioterapia de induccion, seguida de RT/QRT o
cirugia, e identifica, de este modo, a los pacientes que obtendran un beneficio clinico de

dicho tratamiento.

1.2. ASOCIACION DE LA EXPRESION DEL COMPLEJO DNA-PK CON LA
EVOLUCION CLINICA DEL PACIENTE SOMETIDO A TRATAMIENTO
GENOTOXICO EN DIFERENTES TIPOS TUMORALES

Hasta el momento, no se habia analizado la capacidad de los genes del sistema NHEJ de

predecir la evolucion clinica de los pacientes con CECC en estadios avanzados, tratados
con quimioterapia de induccion seguida de RT/QRT o cirugia. Bjork-Eriksson y col

(1999) analizan la expresion de la proteina DNA-PKcs en cultivos primarios de CECC
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de pacientes en estadio IV tratados con RT y no encuentran ninguna asociacion
significativa entre los niveles de DNA-PKcs y la radiosensibilidad “in vitro” de las
células tumorales.'®' Algunos estudios clinicos en otros tipos tumorales asocian los
niveles de expresion de los genes del sistema NHEJ con la sensibilidad del tumor al
tratamiento. De acuerdo con nuestros resultados en CECC, en carcinoma de esofago,
niveles elevados de la proteina DNA-PKcs se asocian con un aumento de la respuesta
tumoral a la quimioradioterapia.'®® Por otra parte, la expresion elevada de las proteinas
Ku80 y DNA-PKcs se asocia de modo significativo con un incremento de la
supervivencia en pacientes con carcinoma de amigdala tratados con radioterapia.'® Sin
embargo, también se han publicado estudios con hallazgos en sentido opuesto a nuestros
resultados y a los anteriormente descritos. Asi, en pacientes con carcinoma de
nasofaringe tratados con quimioradioterapia, niveles elevados de Ku70 y DNA-PKcs en

. 164
el tumor se asocian con una menor SLRL.'¢

En este sentido, hay que destacar que los
carcinomas de nasofaringe se consideran un subtipo de tumores de cabeza y cuello con
unas caracteristicas biologicas y clinicas claramente diferenciadas de los CECC.’ Otros
estudios que presentan resultados opuestos a los de este trabajo realizados en
carcinomas de cuello de utero, muestran que niveles elevados de las proteinas del
complejo DNA-PK se asocian con una diminucién de la respuesta tumoral y de la

- - - - . 165,166
supervivencia global en pacientes tratados con radioterapia. >

1.3. NHEJ PARTICIPA EN LA RESPUESTA DE LAS CELULAS TUMORALES AL
DANO GENOTOXICO DE UN MODO DEPENDIENTE DEL TIPO CELULAR
Los resultados de este estudio indican que Ku70, y en menor medida DNA-PKcs y

Ku80, juegan un papel importante en la sensibilidad de las células tumorales al
tratamiento genotoxico; sin embargo, la direccion de los resultados tiene un sentido
contrario a lo esperado. Una de las hipotesis de partida proponia que una elevada
expresion del sistema NHEJ aumentaria la capacidad de las células tumorales de reparar
el dafo al DNA producido por el tratamiento genotéxico y, como consecuencia,
disminuiria la sensibilidad del tumor. La inactivacion de los genes del sistema NHEJ en
células tumorales en cultivo se asocia con un aumento de su radiosensibilidad, mientras
que la restauracion de la actividad del sistema de reparacién recupera la resistencia.'®’

Con objeto de encontrar una posible explicacion mecanistica, a la direccion inesperada
de nuestros resultados, hemos realizado una revision exhaustiva de la literatura descrita

hasta ahora dirigida al estudio de la implicacion de NHEJ en el proceso de respuesta al
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dafio genotoxico. Existen tanto resultados consistentes como inconsistentes con nuestros
hallazgos. De modo general, la literatura describe que la respuesta de los mecanismos
de reparacion de DNA a la terapia genotoxica depende en gran medida del tipo celular,
de su estado de diferenciacién o incluso de su grado de activacion funcional.'®*'"" A
continuacion, se describen una serie de estudios en los que la inactivacion o bajos
niveles de expresion de los genes del sistema NHEJ pueden disminuir o aumentar la
sensibilidad celular a los agentes genotdxicos dependiendo del tipo celular analizado.

De acuerdo con nuestros resultados, la inactivacion de Ku70 incrementa la viabilidad de
la linea celular DT40, de linfocito B de pollo, expuesta a dosis elevadas de radiacion-y o
metilmetanosulfonato.”* En el mismo sentido, en timocitos de ratones DNA-PKcs -/-
tratados con radiacién ionizante se ha descrito un aumento de su resistencia en
comparacion con timocitos DNA-PKcs +/+, mediada por la inactivacion de la via
apoptotica dependiente de p53.”" En fibroblastos embrionarios de raton deficientes en
DNA-PKcs que expresan E1A esta inhibida la apoptosis inducida por radiacion-y.”®
Ademés, el cisplatino induce muerte celular en fibroblastos embrionarios de raton
inmortalizados Ku80+/+, en células CHO Ku80 +/+ o en células SCID DNA-PK +/+
humano generadas por transferencia cromosdmica, mientras que las mismas lineas
deficientes en los respectivos genes de reparacion presentan resistencia.”” La sefial de
muerte celular inducida por cisplatino estd mediada por el complejo DNA-PKcs y puede
trasladarse a las células vecinas, a través de uniones célula-célula, mientras que en
células deficientes para Ku80 o DNA-PKcs se observa un aumento de la resistencia al
farmaco.” De acuerdo con el papel del complejo DNA-PK en apoptosis, se ha descrito
que la exposicion de fibroblastos embrionarios de ratdon o de lineas celulares de glioma a
radiacidon-y produce una sefial de fosforilacion de p53, a través de DNA-PK y Chk2, que

171, 172 .
"L172 Del mismo

a su vez participa en la subsiguiente sefial de induccion de apoptosis.
modo, en lineas celulares de glioblastoma y carcinoma de prostata, la apoptosis inducida
por IGFBP-3 se bloquea por inactivacion de DNA-PK.'” Ademas, en células de
carcinoma de mama tratadas con radiacion ionizante se activa un complejo proteico
formado por clusterina, Ku70 y Ku80 que induce una sefal de muerte en células que
presentan un dafio severo no reparable.'”

En relacion con los trabajos con hallazgos opuestos a nuestros resultados, se ha descrito

que en lineas celulares de carcinoma de eséfago, niveles de expresion bajos de Ku70 o

una disminucidén en la actividad de DNA-PKcs correlacionan con un aumento de la
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sensibilidad a la radioterapia.'” Por otra parte, la inactivacién de Ku70 o DNA-PKcs
mediante siRNA aumenta la sensibilidad al cisplatino, etopdsido o topotecan en la linea

celular de carcinoma de cérvix HeLa.!”®

A su vez, en cultivos primarios de leucemia
linfocitica B-cronica, la utilizacion de inhibidores de DNA-PKcs aumenta la
sensibilidad de las células a la radiacion-y, etopdsido o neocarzinostatina, que son
agentes inductores de roturas de doble cadena en el DNA.'”” De modo similar, las
células madre embrionarias Ku70 -/- presentan una aumento de la sensibilidad a la
radiacion-y en comparacion con las células madre embrionarias Ku70 -/+ o Ku70 +/+.'"™
Todos estos hallazgos serian consistentes con el papel de NHEJ, fundamentalmente, en

93, 170 ,
’ En células

la reparacion lesiones al DNA producidas por la terapia genotdxica.
CHO, fibroblastos humanos SV40" y fibroblastos embrionarios de ratén deficientes en
p53, DNA-PKcs no solo contribuye al proceso de reparacion de DNA, sino que también
participa en la induccion de una seial antiapoptotica dependiente de NF-KB que protege
a las células de la muerte inducida por inhibidores de la topoisomerasa.'” En el mismo
sentido, DNA-PKcs inhibe la apoptosis inducida por choque térmico (“heat shock™) en
células HeLa, CHO o fibroblastos de pulmén de raton. '*

Por consiguiente, la aparente contradiccion entre los trabajos que apoyan o que
cuestionan los hallazgos obtenidos en nuestro estudio queda resuelta cuando se
considera que la repuesta celular inducida por dafio genotdxico es dependiente del tipo
celular. De acuerdo con esta afirmacion, la respuesta al dafio al DNA producida por
agentes inductores de roturas de doble cadena (RDC), en la que participa NHEJ, es
dependiente del tipo celular. La activacion del complejo DNA-PK inducida por
radiacion o por agentes genotoxicos puede inducir apoptosis o parada de ciclo. Los tipos
celulares cuya funcion fisiologica implica una rapida proliferacion (por ejemplo los
linfocitos) cuando son sometidos a dafio genotoxico, activan vias de apoptosis,
eliminando las células dafadas que podrian acumular mutaciones e iniciar un proceso de
transformacion. En cambio, en los tipos celulares que llevan a cabo un papel de apoyo
hacia otros tipos celulares (por ejemplo, los fibroblastos que proporcionan factores de
crecimiento a las células epiteliales), el tratamiento con agentes genotdxicos, induce un
programa de senescencia que permite que las células mantengan su funcién de apoyo
hasta que finalmente son eliminadas, evento que al mismo tiempo evita que las células
danadas progresen y puedan iniciar un proceso de transformacion. En este sentido, las
células madre embrionarias de raton DNA-PKcs -/- presentan el mismo grado de

sensibilidad a la radiacion ionizante que las células DNA-PKcs +/+, mientras que
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fibroblastos DNA-PKcs -/- obtenidos a partir del mismo ratdén son mas sensibles a la
radiacién ionizante que las células silvestres.'® De este modo, células que presentan el
mismo “background” genético (al derivar de un mismo modelo de ratoén) pero de linajes
celulares distintos responden de manera diferente al tratamiento genotoxico. Ademas, en
algunos tipos celulares la funcion de las proteinas de NHEJ varia dependiendo del
estado de activacion de las células. En células humanas de mieloma multiple, Ku80
sensibiliza las células al dafio al DNA, mientras que en células de mieloma multiple
CDA40 activadas, Ku80 y Ku70 son translocados a la membrana donde tienen un efecto
antiapoptotico cuando se produce dafio al DNA por irradiacién o exposicion a
doxorrubicina.'*!

En resumen, a pesar de que nuestros resultados fueron, en un principio, inesperados, la
participacion del sistema de reparacion NHEJ en el proceso de induccion de apoptosis,
juntamente con su implicacidn en el proceso de reparacion del DNA, justificaria que los
tumores con niveles elevados de Ku70 presenten una mayor sensibilidad a la
quimioterapia o radioterapia que los tumores con niveles bajos de Ku70. Niveles de
expresion elevados de estas proteinas podrian aumentar la sefal apoptdtica favoreciendo
de este modo que las células tumorales danadas fueran eliminadas y que los pacientes
obtuvieran beneficio clinico del tratamiento genotdxico. En cambio, en otros tipos
tumorales en los que las vias de induccidon de apoptosis se encuentran bloqueadas, la
actividad predominante de NHEJ seria la de reparar el dano al DNA, de modo que
niveles de expresion altos de estas proteinas aumentarian la capacidad de las células
tumorales de reparar las lesiones, siendo, en consecuencia, mas resistentes al

tratamiento genotoxico.

1.4. IMPLICACION DE PROTEINAS DISTINTAS A LAS QUE PARTICIPAN EN
NHEJ EN LA RESPUESTA CELULAR AL TRATAMIENTO GENOTOXICO
Analizando la posible implicaciéon de otros genes de reparacion en el proceso de

respuesta celular al dafio genotoxico dependiente del tipo celular, cabe destacar el papel
desarrollado por p53. P53 es uno de los genes mas estudiados en relacion con la
respuesta a la radioterapia y a la quimioterapia. Del mismo modo que el complejo
DNA-PK, p53 estd implicado en distintos procesos bioldgicos como son la reparacion
del DNA, la induccién de apoptosis y el mantenimiento de la estabilidad genémica.”” **

Ademas, su actividad esta conectada funcionalmente con el sistema NHEJ de reparacion

de DNA. P53 es un marcador predictivo de la respuesta tumoral a la quimioterapia
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neoadyuvante en pacientes con CECC, ya que los tumores que no responden al
tratamiento tienen una mayor prevalencia de mutaciones en p53 que los tumores que

182
reponden.

En tipos tumorales distintos al CECC, la mutacién en p53 puede generar
sensibilidad (pulmoén, mama y ovario), o bien resistencia (testiculo, glioma y vejiga) al
tratamiento genotoxico, confirmando que la respuesta celular al dafo genotdxico es

dependiente del tipo celular, 83188

De modo similar al sistema NHEJ, los resultados que
se obtienen considerando la inactivacion mutacional de p53 serian inesperados si solo se
tuviese en cuenta su actividad en el proceso de reparacion del DNA y no se considerase

su papel en la induccion de apoptosis.

1.5. POSIBLE UTILIDAD CLINICA DE KU70 COMO MARCADOR PREDICTIVO
Independientemente del papel que Ku70 juega en la respuesta al dafio genotoxico,

nuestros resultados apoyan su uso como marcador de prediccion de la evolucion clinica
de los pacientes con CECC, en estadios avanzados, tratados con quimioterapia de
induccién seguida de RT/QRT o cirugia. No obstante, estos hallazgos deberian ser
validados mediante estudios independientes para confirmar la utilidad clinica de este
marcador, tal y como ocurre con otros marcadores predictivos (por ejemplo: p53 o la
infeccion por VPH) descritos en la literatura, que atin no se han introducido en la
practica clinica.

Por otro lado, la elevada complejidad mecanistica de los determinantes de sensibilidad
al dafio al DNA requiere la realizacion de estudios funcionales que permitan diseccionar
las vias de sefalizacion implicadas en el proceso de respuesta celular del CECC al
tratamiento genotoxico para esclarecer si, mas allad de los datos correlativos obtenidos,
existe una relacion causal como consecuencia de la participacion del sistema NHEJ en
la induccion de apoptosis.

En resumen, los resultados de este estudio muestran que, en biopsias de CECC
localmente avanzados, los niveles de mRNA o el porcentaje de células tumorales
positivas para Ku70 pueden identificar a aquellos pacientes portadores de tumores con
una elevada probabilidad de responder al tratamiento, y con mayor supervivencia libre
de recidiva local y/o mayor supervivencia global. La determinacion de estos niveles en
biopsias pre-tratamiento identificaria a los pacientes con probable beneficio clinico por
el tratamiento conservador, de quimioterapia de induccion, basada en 5-FU y cisplatino,

seguida de RT/QRT, distinguiéndolos de los que no obtendrian beneficio clinico por
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tratamiento conservador, y serian candidatos a cirugia radical, o bien a un tratamiento

alternativo.
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2. ESTUDIO DE EXPRESION POR MICROARRAYS EN BIOPSIAS PRE-
TRATAMIENTO DE PACIENTES CON CECC LOCALMENTE
AVANZADO

2.1. IDENTIFICACION DE TRES SUBTIPOS DE CECC RELACIONADOS CON
SUPERVIVENCIA LIBRE DE RECIDIVA LOCAL Y SUPERVIVENCIA GLOBAL.
En el estudio prospectivo se han identificado tres subtipos de tumores con un perfil de

expresion génica relacionado con la supervivencia libre de recidiva local (SLRL) y la
supervivencia global (SG) de los pacientes.

Los pacientes portadores de tumores del cluster 1 presentan una SLRL menor que los
pacientes con tumores del cluster 2 o del cluster 3. Ademas, la clasificacion en clusters
es un factor de riesgo independiente de recidiva del tumor primario. Los pacientes con
tumores del cluster 1 tienen un riesgo, aproximadamente, cuatro veces mayor de
padecer una recidiva del tumor primario que los pacientes de los clusters 2 y 3. Otros
factores pronostico clasicos, como la afectacion ganglionar o el tamafio tumoral, no se
asocian con la SLRL en la cohorte de pacientes evaluada.

En nuestra muestra, también es evidente la tendencia hacia una mayor supervivencia
global de los pacientes del cluster 3, respecto a los de los clusters 1 y 2, mientras que la
supervivencia global en los pacientes de los clusters 1 y 2 es similar. Ademads, la
clasificacion en clusters es un factor de riego independiente de muerte, de modo que, los
pacientes con tumores de los clusters 1 y 2 presentan un riesgo de muerte,
aproximadamente, tres veces mayor que los pacientes del cluster 3.

Al realizar el andlisis incluyendo Unicamente a los pacientes que siguieron un
tratamiento genotdxico conservador una vez finalizada la QTI, es decir, excluyendo a
los pacientes tratados con cirugia, obtuvimos unos resultados similares tanto para la
SLRL como para la SG. Ello sugiere que los genes que caracterizan el patron de
expresion de los tumores de cada uno de los clusters identificados, ademés de
determinar la mayor o menor agresividad de los distintos subtipos tumorales, juegan un
papel importante en la respuesta tumoral al tratamiento genotéxico.

En definitiva, a partir del perfil de expresion se han identificado tres subtipos de CECC
con distinta evolucion clinica. Los pacientes con tumores del cluster 3 son los que
obtienen mayor beneficio clinico del tratamiento con QRT o QTI seguida de RT/QRT o
cirugia, ya que presentan una SLRL y una SG mayor que el resto de los pacientes. En
cambio, los pacientes con tumores del cluster 1 presentan una evolucion clinica

desfavorable cuando se someten al mismo tratamiento. En este sentido, los pacientes del
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cluster 1 tienen una supervivencia libre de recidiva local mas corta, lo que se asocia con
una disminucién de su supervivencia global.

Los tumores del cluster 2 tienen una evolucion clinica intermedia entre los del cluster 1
y los del 3. Asi, mientras que los pacientes del cluster 2 tienen una SLRL elevada y
similar a la del cluster 3, su supervivencia global es baja, aproximandose en este caso a
la del cluster 1. La diferencia entre la SLRL y la SG, que presentan los pacientes del
cluster 2, indica que en la evolucion clinica del paciente, pueden influir la aparicion
tardia de afectacion ganglionar o de metastasis a distancia, u otros factores
independientes de los que determinan la respuesta tumoral. De este modo, se reduciria
la supervivencia global de este grupo de pacientes, a pesar de que hayan conseguido

estar libres de recidiva tumoral durante un tiempo prolongado.

2.2. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE LOS TRES SUBTIPOS DE CECC
IDENTIFICADOS

2.2.1. Los tumores del cluster 1 se asocian con una evolucion clinica desfavorable

Los tumores que pertenecen cluster 1 se caracterizan por una expresion genica
compatible con mayor capacidad de migracién e invasividad, una transicion epitelio-
mesénquima, la activacion de la via secretora y menor grado de diferenciacion

escamosa en comparacion con los tumores del cluster 2 y 3.(Tabla 26)

En relacion con su mayor capacidad de migracion e invasividad: En los tumores del
cluster 1 estan activados procesos biologicos tales como la adhesion celular, la via de
sefalizacion mediada por integrinas, la motilidad celular, las adhesiones focales, la
interaccion con receptores de la matriz extracelular, la comunicaciéon celular y la
regulacion del citosqueleto de actina. Todos estos procesos se han relacionado
previamente con la progresion, invasividad y capacidad migratoria de las células
tumorales. En este sentido, los tumores del cluster 1 sobre-expresan serpina E1
(SERPINE1), galectina 1 (LGALSI), FHL2 y integrina-B1 (ITGBI), cuya expresion
aumenta la capacidad migratoria e invasiva de las células tumorales.'®'”> SERPINEI
forma parte del sistema del plasmindgeno, que juega un papel importante en estos dos
procesos, permitiendo que las células tumorales atraviesen la barrera de proteinas que

constituye la matriz extracelular."”* Por otro lado, LGALSI codifica para una proteina
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de la familia de las galectinas, implicada en la progresion tumoral, migracion y

. . 195
respuesta inmune asociada al tumor.

Los tumores del cluster 1 presentan, ademas, caracteristicas de transicion epitelio-
mesénquima: La transicion epitelio-mesénquima (TEM) es el proceso a través del cual
las células epiteliales pierden sus caracteristicas propias, como la polaridad apical-basal
y el crecimiento en capas sobre la ldmina basal, y adquieren caracteristicas de células
mesenquimales como son el crecimiento difuso y el aumento de la motilidad celular.”®
7 En este sentido, los tumores del cluster 1 sobre-expresan genes cuyos productos son
tipicamente mesenquimales como la integrina-f1 (ITGB1), la fibronectina IIIB
(FNDC3B), la trombospondina 1(THBS1), la serpina E1 (SERPINE1) y la galectina 1
(LGALS]1), y genes involucrados en la sintesis de coldgeno como la lisina hidroxilasa 2
(PLOD?2) o la al-prolil-4-hidroxilasa (P4AHAT1). También sobre-expresan diversos genes
de la via de senalizacion de TGFP (THBSI, inhibina-BA y PAHA1) y de la via TNFa
(TNFAIP6 y TNFRSF12A) que participan en la induccidon del proceso de transicion
epitelio-mesénquima. Estos resultados son consistentes con hallazgos previos, en los
que la transicion epitelio-mesénquima se asocia con un subgrupo de CECC con peor
evolucion clinica, que presentan una disminucion de la supervivencia libre de
enfermedad.'*® Ademas se ha descrito que la TEM, se asocia con un aumento de la

invasividad tumoral y la aparicién de afectacion ganglionar en CECC.'*®

Los tumores del cluster 1 tienen sobre-activada la via secretora: Un grupo
significativo de genes, sobre-expresados en el cluster 1, codifican proteinas que se
localizan en el aparato de Golgi o en el reticulo endoplasmatico. El reticulo
endoplasmatico y mas directamente el aparato de Golgi juegan un papel central en la via
secretora, una ruta que permite transportar proteinas del interior de la célula hacia el
espacio extracelular, donde son liberadas. En este sentido, los genes sobre-expresados
en el cluster 1 codifican para un gran nimero de proteinas que participan en la via
secretora o proteinas que para desarrollar su funcion han de secretarse al espacio
extracelular como la tirosina sulfotransferasa 1(TPST1), la ATPasa 2cl1 (ATP2C1), la
galectina 1 (LGALSI), la TNFAIP6, la calumenina (CALU), la caveolina (CAV1), la
al-prolil-4-hidroxilasa (P4HAT), la secretogranina V (SCGS5), la trombospondina 1
(THBS1) y la lisina hidroxilasa 2 (PLOD2). En particular, el gen TPST1 codifica para
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una proteina con actividad tirosina sulfotransferasa localizada en Golgi. La sulfatacion
de tirosinas es una modificacion muy habitual en proteinas que se secretan al espacio
extracelular y participan en los procesos de interaccion de las células con la matriz
extracelular.'” Por su parte, ATPase 2C1 (ATP2C1) forma parte de las bombas de
Ca2+/Mn2+ de la membrana del Golgi.**® Calumenina (CALU) pertenece a la familia

201 .
Ademas, los

de las proteinas EF-Hand que también participan en la via secretora.
tumores del cluster 1 infra-expresan NSF que regula la formacion de las vesiculas de
secrecion.””” Estos resultados indican que los tumores del cluster 1 presentan una sobre-
activacion de la via secretora. De acuerdo con nuestros resultados, estudios previos
muestran que las células tumorales presentan alteraciones en el trafico de proteinas asi

como en la estructura del complejo de Golgi y del reticulo endoplasmatico.***=%

Los tumores del cluster 1 presentan una menor diferenciacion que los de los clusters
2 y 3: Durante el proceso de transformacion neoplésica, las células del epitelio
escamoso normal sufren una serie de cambios morfoldgicos asociados con la pérdida de
la diferenciacion celular. El anélisis de ontologias muestra que los tumores del cluster 1
infra-expresan genes implicados en el proceso de queratinizacion, la morfogénesis de la
epidermis y la diferenciacion de los queratinocitos. Estos hallazgos indican que el
cluster 1 incluye tumores con un grado de diferenciacion escamosa menor que la de los
clusters 2 ¢ 3. En este sentido, los tumores del cluster 1 infra-expresan transglutaminasa
3 (TGM3) y citoqueratina 13 (KRT13), proteinas que participan en los procesos de
diferenciacién de las células epiteliales.”*® 2*7 También, de modo consistente con esta
interpretacion, los tumores del cluster 1 sobre-expresan el gen de la ATPasa 2Cl
(ATP2C1), cuya inactivacion induce la diferenciacion de los queratinocitos normales
cultivados “in vitro”.**®® Ademas, los tumores del cluster 1 sobre-expresan FHL2, cuya
inactivacion induce la diferenciacion de lineas celulares de carcinoma gastrico o
colon.””

Entre los genes infra-expresados en el cluster 1 también encontramos enzimas
implicados en procesos de detoxificacion como son la oxidasa dual 2 (DUOX2), el
citocromo P450 2C9 (CYP2C9), el citocromo P450 2C18 (CYP2CI18) y la carbonil
reductasa 3 (CBR3).2'%2!2

Algunos de los genes sobre-expresados en el cluster 1 son factores de mal prondéstico:

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, los genes cuya sobre-expresion
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es caracteristica del perfil de expresion de los tumores del cluster 1 se han asociado
previamente con resistencia de las células tumorales al tratamiento genotdxico, o han
sido identificados como factores de mal pronostico en diversos tipos tumorales. De este
modo, en tumores subcutaneos de raton, generados mediante la inyeccion de lineas
humanas de CECC, niveles elevados de expresion de serpina E1 (SERPINEI1) se
asocian con resistencia a radiacion, al aumentar la dosis necesaria para conseguir el
control local del tumor.?"® Ademas, la sobre-expresion de serpina E1 es un factor de mal
pronostico en CECC ya que se asocia con una disminucion de la supervivencia libre de
enfermedad del paciente.”'* Por otra parte, la sobre-expresion de galectina 1 es un factor
de mal prondstico en CECC que se asocia con una disminucion de la supervivencia

global >

En otros tipos tumorales, los marcadores del cluster 1 suelen asociarse
también con un comportamiento tumoral agresivo o con mal prondstico. Asi, en lineas
celulares de glioma humano, la sobre-expresion de FHL2 estimula la proliferacion, el
crecimiento independiente de anclaje y la migracion celular.”'®. La pérdida de expresion
de SASHI1 en carcinoma de colon es un factor de mal prondstico asociado con la
aparicion de metastasis y la disminucion de la supervivencia global.*'’ La sobre-
expresion de calumenina (CALU) es un factor de mal prondstico en diversos tipos
tumorales y su sobre-expresion se asocia con un aumento de la resistencia al cisplatino
en la linea celular de carcinoma de cérvix A431.2'"® A su vez, la sobre-expresion de
trombospondina 1 (THBS1) es un factor de mal prondstico en carcinomas
hepatocelulares.”’” En cambio, en pacientes con carcinoma de pulmén no microcitico
(NSCLC) la perdida de la expresion tumoral de trombospondina se asocia con una

. . ., . . 220
disminucién de la supervivencia global.

En el mismo sentido la pérdida de expresion
de carbonil reductasa 3 (CBR3), infra-expresado en los tumores del cluster 1, es un

;. . . . 221
factor de mal pronostico en tumores epiteliales de ovario.

En resumen, las principales caracteristicas que identifican a los tumores del cluster 1
son la alteracion de procesos bioldgicos asociados con un aumento de la migracion e
invasividad tumoral, la transicion epitelio-mesénquima, la pérdida de diferenciacion
celular y la activacion de la via secretora. Todos estos procesos bioldgicos definen un
grupo de tumores que presentan una disminucion de la supervivencia libre de recidiva
local y de la supervivencia global de los pacientes y que, por tanto, no obtendrian un
beneficio clinico relevante del tratamiento genotoxico actual, basado en cisplatino, 5-FU

y RT.
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2.2.2. Los tumores del cluster 3 se asocian con una evolucion clinica favorable

Los tumores que pertenecen al cluster 3 se caracterizan por una expresion génica
compatible con un mayor grado de diferenciacion escamosa y por la sobre-expresion
de genes localizados en las regiones cromosomicas 1g21 y 19q13, en comparacion
con los tumores de los clusters 1y 2 (Tabla 26).

En relacion con su mayor grado de diferenciacion celular: En los tumores del cluster
3 estan sobre-activados procesos biologicos como la diferenciacion de los
queratinocitos, la queratinizacion y la morfogénesis de la epidermis. Ademads, la
mayoria de estos genes se localizan en estructuras caracteristicas de las células
epiteliales diferenciadas, como son los desmosomas, el filamento intermedio de actina o
la cubierta cornificada. Estos resultados indican que los tumores del cluster 3 presentan
un mayor grado de diferenciacion escamosa que la de los clusters 1 y 2. En este sentido,
los tumores del cluster 3 sobre-expresan SLURP-1, defensina-$1 (DEFB1), aquoporina
3 (AQP3), SPINKS, cistatina A (CSTA), HOP, involucrina (IVL) y CRCT]1, cuyos
productos proteicos participan en el proceso de diferenciacion y morfogénesis de las
células epiteliales.”***> SLURP-1 modula la actividad de los receptores nicotinicos
acetilcolinérgicos de los queratinocitos, participando en la regulacion de la adhesion
celular, la motilidad y los ciclos de biogénesis, diferenciacion y eliminacion de los
queratinocitos.”?* **’ Por otro lado, cuando se induce “in vitro” la diferenciacién celular
de las lineas inmortalizadas de queratinocitos humanos HaCaT y PHKI16-0b, la
expresion de defensina-f1 (DEFB1) aumenta, mientras que su expresion esta
disminuida en carcinomas escamosos de la mucosa oral.”***** Ademas, los productos de
los genes involucrina (IVL), cistatina A (CSTA), periplaquina (PPL), “small proline
rich protein 1A” (SPRR1A), escielina (SCEL), las proteinas de uniéon a calcio Al4
(S100A12) y A9 (S100A9) son precursores de la cubierta cornificada, una estructura
desarrollada a partir de la membrana plasmatica de los queratinocitos que entran en su

202331 o transglutaminasa 1(TGM1) participa, también, en

ultima fase de diferenciacion.
la formacion de la cubierta cornificada, induciendo la formacién de enlaces entre las

proteinas descritas anteriormente.
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Los tumores del cluster 3 sobre-expresan, ademas, genes localizados en las regiones
cromosomicas 1921 y 19g13: Un numero elevado de genes sobre-expresados en estos
tumores se encuentran localizados en las regiones cromosdémicas 1q21 (CRCT1, IVL,
S100A12 y S100A9) y 19q13 (CEACAM?7, EPS8L1, KLKS, KLK6, KLK7, KLKS,
KLK10, KLK11, KLK12, KLK13, LGALS7, LYPD3 y SULT2B1). Nuestros resultados
sugieren que en este subtipo tumoral las regiones cromosomicas 1q21 y 19q13 son
susceptibles a padecer alteraciones durante el proceso patogénesis del CECC.

En la region 1g21 se ha identificado una elevada densidad de genes implicados en el
proceso de diferenciacion de los queratinocitos.”” *** Ademas, en CECC se ha descrito
una sobre-expresion de los genes que localizan en la regién 1g21 en comparacion con
las mucosas normales.””

En el CECC, la region 19q13 es una de las regiones cromosdmicas en las que se
observan alteraciones durante la transicion de mucosa normal a tejido tumoral o de
tumor primario a metastasis ganglionar."*® En la region 19q13 localizan los genes de la
familia de las kalicreinas, constituida por una serie de proteasas que participan en la
interaccion de las células con la matriz extracelular, modulando la invasividad de las
células tumorales y la progresion tumoral. Los tumores del cluster 3 sobre-expresan
kalicreina 5 (KLKSY), kalicreina 6 (KLK®6), kalicreina 7 (KLK7), kalicreina 8 (KLKS),
kalicreina 10 (KLK10), kalicreina 11 (KLK11), kalicreina 12 (KLK12) y kalicreina 13
(KLK13). Algunas kalicreinas pueden estimular el crecimiento de las células tumorales
(KLK2, KLK3 y KLK4) mientras que otras actGan como supresores de tumores
(KLK10).*% %7 La sobre-expresién de KLK10 en una linea celular de carcinoma de
mama MDA-MB-231 reduce el crecimiento independiente de anclaje y la formacion de

tumores en ratones atimicos.

De modo consistente con nuestros resultados, algunos de los genes sobre-expresados
en el cluster 3 son factores de buen pronostico: La sobre-expresion de cistatina A

(CSTA) es un factor de buen pronéstico en pacientes con CECC.>% %

En pacientes
con adenocarcinomas de esofago tratados con quimioradioterapia se han descrito dos
subtipos de tumores relacionados con la pérdida de expresion de los genes de la region
1g21.* Los pacientes con adenocarcinoma de esdfago del subtipo I, que presentan una
disminucion en los niveles de expresion de los genes localizados en 1q21 como la

involucrina (IVL) y CRCTI, tienen una supervivencia global y supervivencia libre de
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enfermedad menor que los tumores del subtipo II, en los que se observan unos niveles
de expresion de dichos genes similares a los de la mucosa normal.

La sobre-expresion de las kalicreinas es un factor de buen o de mal prondstico
dependiendo del tipo celular y del tipo de kalicreina expresada. Asi, la sobre-expresion
de KLKS, KLK13 y KLK11 se asocia con buen prondstico en tumores de ovario, mama
y prostata. Su expresion se asocian con un aumento de la supervivencia libre de recidiva
tumoral y de la supervivencia global de los pacientes. En cambio la sobre-expresion de
KLKS5 y de KLK10 son marcadores de mal prondstico en tumores de ovario y mama.
Ademas, KLKI10 estd sobre-expresada en un subtipo de tumores de CECC que

presentan una disminucion de la supervivencia libre de recidiva local.'"’

En resumen, los tumores del cluster 3 se caracterizan por un elevado grado de
diferenciacion celular y por la sobre-expresion de genes que localizan en las regiones
cromosomicas 121 y 19ql13, los cuales codifican para proteinas relacionadas con la
diferenciacion escamosa. Estas caracteristicas se traducen en una evolucion clinica
favorable de los pacientes cuando son tratados con quimioterapia de induccion, seguida
de RT/QRT o cirugia, o con quimioradioterapia concomitante, ya que se observa un

aumento de su supervivencia libre de recidiva local y de su supervivencia global.

2.2.3. Los tumores del cluster 2 se asocian con una evolucion clinica intermedia
De los tres subtipos de tumores identificados en este estudio, el que representa el cluster

2 es el de mas dificil caracterizaciéon molecular y ademés presenta una evolucion clinica
intermedia entre la de los tumores de los clusters 1 y 3 (Tabla 26).

Algunas de las caracteristicas que diferencian los tumores del cluster 2 respecto a las de
los cluster 1 y 3 son la infra-expresion de FHL2 (sobre-expresado en el cluster 1) y la
infra-expresion de histidina deaminasa (CDA) y “polo-like kinasa 2” (PLK2) (sobre-
expresado en el cluster 3).

El andlisis de ontologias muestra, ademas, que los tumores del cluster 2 sobre-expresan
genes implicados en el metabolismo de los aminoacidos (MCCC1), en la formacion de
los filamentos intermedios del citoesqueleto (citoqueratina 15y citoqueratina 19 ), en la
respuesta al dafio al DNA y de un gen implicado en el desarrollo del carcinoma
colorrectal (DVL3). A su vez, los tumores del cluster 2 infra-expresan genes implicados

en la angiogénesis, como la epirregulina (EREG) y el factor de crecimiento endotelial C
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(VEGFC), en la cascada de senalizacion proteina quinasa como la quinasa STK17A,
CD59 y PLK2, en la organizacion del citoesqueleto como la actinina-al (ACTNI1), la
PDLIM?2 y la pleckstrina, y en la formacion de adhesiones focales (ACTNI1).

En resumen, el cluster 2 representa a un subgrupo de tumores de dificil caracterizacion,
al presentar menos diferencias, tanto moleculares como clinicas, con el resto de
tumores. Ademds los pacientes portadores de tumores del cluster 2, tienen una
evolucion clinica intermedia entre los de los clusters 1 y 3. De este modo, los pacientes
del cluster 2 presentan una supervivencia libre de recidiva local similar a la de los
pacientes con tumores del cluster 3 y superior a la de los pacientes con tumores del
cluster 1. En cambio la supervivencia global de dichos pacientes es similar a la de los
pacientes con peor evolucion clinica (cluster 1), la cual es significativamente mas corta

que la de los pacientes de evolucion mas favorable (cluster 3).
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2.3. MARCADORES PREDICTIVOS DE LA EVOLUCION CLINICA DE LOS
PACIENTES CON CECC TRATADOS CON QUIMIOTERAPIA DE INDUCCION,
SEGUIDA DE RT/QRT O QUIMIORADIOTERAPIA CONCOMITANTE

Una vez identificados los genes caracteristicos del perfil de expresion del cluster 1 y los

del cluster 3, seleccionamos de entre estos genes aquellos con mayor capacidad de
predecir la recidiva tumoral a los 2 afios y la supervivencia de los pacientes a los 3 afos,
aplicando un analisis de curvas ROC.

Los genes tirosina sulfotransferasa 1 (TPST1), trombospondina 1 (THBS1), liprina-§31
(PPFIBP1), fibronectina IIIB (FNDC3B) o al-prolil-4-hidroxilasa (P4HA1) fueron
identificados como marcadores de evolucion clinica desfavorable. Su sobre-expresion se
asocia con un aumento del riesgo de recidiva local a los 2 afios y de muerte a los 3 afios
de seguimiento. En cambio, los genes oxidasa dual 1 (DUOX1), la proteina de
membrana LYPD3 o la GTPasa RAB25 fueron identificados como marcadores de
evolucién clinica favorable. Su sobre-expresion se asocia con una disminucién del
riesgo de recidiva local a los 2 afios y de muerte a los 3 afos de seguimiento.

Por tanto, estos ocho marcadores serian buenos candidatos a la hora de predecir la
evolucién clinica de los pacientes con CECC en estadio avanzado, tratados con QTI
seguida de QT/RT o cirugia, o con QRT concomitante. No obstante, previamente a su
introduccion en la clinica, es necesaria su validacion en estudios prospectivos mediante

PCR cuantitativa o inmunohistoquimica.

2.4. GENES PREDICTORES DE LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE RECIDIVA
LOCAL, DE LA SUPERVIVENCIA GLOBAL Y DE LA RESPUESTA TUMORAL A
LA QUIMIOTERAPIA DE INDUCCION, SEGUIDA DE RT/QRT O CIRUGIA

En un analisis independiente a la clasificacion en clusters, determinamos qué genes

estaban implicados en la recidiva del tumor a los 2 afios, en la muerte del paciente a los
3 afios y en la respuesta tumoral a la quimioterapia de induccion, seguida de RT/QRT o
cirugia. A pesar de que no se alcanzo suficiente poder estadistico para identificar genes
con una p ajustada menor a 0,05; hemos identificado una serie de genes con una p no
ajustada <0,001. Los genes identificados en estos tres analisis deben ser validados en un
estudio independiente con PCR cuantitativa o IHQ para determinar su utilidad como
marcadores predictivos de la recidiva tumoral, de la supervivencia y/o de la respuesta
tumoral a la QTI.

Una de las posibles razones por las que no alcanzamos significacion estadistica en los
analisis de recidiva a dos afios, de muerte del paciente a los tres afios o de respuesta a la

quimioterapia de induccidn podria ser la coexistencia dentro de la poblacion de estudio
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de diferentes subtipos tumorales con un comportamiento bioldgico distinto. Esto seria
consistente con el resultado obtenido en el andlisis de cluster, en el que hemos
identificado tres subtipos tumorales con caracteristicas moleculares diferentes, que
influyen de modo distinto sobre la SLRL y la SG del paciente. Por otro lado, el tamafio
muestral utilizado en este estudio no ha permitido realizar una estratificacion de las
caracteristicas clinicas y biologicas identificadas como relevantes en estudios previos,
como son la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH), la localizacién tumoral,
la afectacion ganglionar o la modalidad de tratamiento, variables que pueden influir
sobre la evolucion clinica de los pacientes incluidos en el estudio.

No obstante, la sobre-expresion de tirosina sulfotransferasa 1 (TPST1), caracteristica de
los tumores del cluster 1, se ha identificado, también, en este analisis independiente
como un factor de riesgo de recidiva tumoral a los 2 afios de seguimiento, y seria, por
tanto, un buen candidato a validar como marcador predictivo de la recidiva tumoral en

pacientes con CECC tratados con QTI seguida de RT/QRT o cirugia, o QRT.

2.5. PROCESOS BIOLOGICOS ASOCIADOS CON LA PATOGENESIS DEL CECC
A pesar de que el estudio de los cambios de expresion asociados con la transformacion

neoplasica de los CECC no ha sido un objetivo prioritario de este estudio, ya que esta
dirigido fundamentalmente a la identificacion de marcadores predictivos de la evolucion
clinica del paciente, también hemos realizado un andlisis de las diferencias de expresion
entre los tumores y la mucosa normal. En el andlisis de cluster no supervisado, que
clasifica a las muestras segun su perfil de expresion, las mucosas se agrupan formando
un pequeno subcluster, dentro del cluster 3 constituido por aquellos tumores con mayor
grado de diferenciacion celular. La comparacion de todas las biosias tumorales de
CECC frente a las muestras de mucosa normal identificd 56 genes con una p ajustada
menor que 0,05.

El andlisis de ontologias indica que en los CECC se activan genes implicados en la
organizacion de la matriz extracelular. Durante el proceso de tumorogénesis se
producen alteraciones en la organizacion, remodelacion y degradacion de la matriz
extracelular. Las proteasas que degradan la matriz extracelular, como las de la familia
de las metaloproteasas, facilitan que las células tumorales puedan atravesar la barrera
proteicas que forma la matriz extracelular e invadir tejidos adyacentes o producir
metéstasis a distancia.”*' En este sentido, los tumores, en comparacion con el tejido

normal, sobre-expresan la metalloproteinasa 1 (MMP1). A través de la degradacion de
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la matriz extracelular y la sobre-expresion de MMP1, la capacidad de crecimiento y la

242 .
De modo consistente con nuestros

invasividad de las células tumorales aumenta.
resultados, diversos estudios muestran que en CECC se produce una sobre-expresion de
la metaloproteinasa 1, que a su vez se asocia con un aumento de la capacidad de
migracion e invasividad de las células tumorales.”*****

Ademas, el analisis de ontologias muestra que en los CECC se encuentran activados los
“checkpoints”, el ciclo celular y la reparaciéon del DNA por recombinacion homologa.
Los “checkpoints”, junto a los sistemas de reparacion del DNA, contribuyen a mantener
la integridad gendmica, bloqueando el ciclo celular de la célula que presenta dafio en el
DNA, evitando que progrese y replique su DNA, hasta que la lesiéon haya sido
reparada.”” Las alteraciones de los “checkpoints” y los mecanismos de reparacion del
DNA favorecen la aparicion de alteraciones genéticas y cromosdmicas que pueden
activar a oncogenes o inactivar genes supresores iniciando de este modo el proceso de
transformacion neoplasica de las células normales del epitelio escamoso. En CECC, la
alteracion de los mecanismos de control de los “chekpoint” viene acompaniada por un
aumento de la inestabilidad cromosémica.’® Ademas, en células de CECC, los
mecanismos de control de los “checkpoint” juegan un papel importante en la respuesta
a farmacos genotoxicos como el paclitaxel, el carboplatino o la radioterapia.**® **’ No
obstante, a pesar de que el andlisis de ontologias muestra que en los tumores se
encuentran activados los “checkpoints”, el ciclo celular y la reparacion del DNA por
recombinacion homologa, entre los genes que presentan una p ajustada < 0,05 no hemos
identificado ningun gen caracteristico de estos procesos. Para determinar, de un modo
mas concluyente si la sobre-activacion de los “chekpoints™ o del sistema de reparacion
por recombinaciéon homologa pueden jugar un papel importante en el proceso de
patogénesis del CECC, seria necesario realizar estudios funcionales.

En comparacién con la mucosa normal, los CECC también sobre-expresan DCC1 que
junto a Ctfl8p y Ctf8p forma un complejo de replicacion alternativo (RFC) que
participa en el proceso de segregacién de los cromosomas durante la division celular.**®
DCC1 participa ademas, en el proceso de mantenimiento de los telomeros.**

La proteina inducible por interferon IFI6, también sobre-expresada en los tumores, tiene
actividad antiapoptdtica, ya que inhibe la via apoptotica mitocondrial, en células
tumorales de mieloma o carcinoma gastrico.”" **!

De modo consistente, con nuestros resultados, estudios previos muestran que en CECC

estan sobre-expresados la inhibina A (INHBA), IFI6 y la metaloproteinasa (MMP1)."*’
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Por otro lado, el andlisis de ontologias indica que en la transicion de la célula del
epitelio escamoso normal hasta célula tumoral se produce una pérdida de la capacidad
de diferenciacion, de la organizacion del citoesqueleto de actina y de la morfogénesis
tisular. De acuerdo con nuestros hallazgos, durante el proceso de transformacion
neoplasica las células del epitelio escamoso que recubre el tracto aerodigestivo pierden,
en mayor o menor medida, el proceso de maduracion en capas y el proceso de
diferenciacion celular.'’ En este sentido, los tumores infra-expresan la proteina epitelial
de membrana 1 (EMPI1) que participa en el proceso de diferenciacion del epitelio
escamoso y que se encuentra infraexpresada en CECC. > >

Ademas en los tumores estan infra-expresados diversos genes de detoxificacion como el
citocromo P450 2C9 (CYP2C9) , el citocromo P450 2C18 (CYP2C18), el citocromo
P450 3AP2 (CYP3A5P2) y la oxidasa dual 1(DUOX1).*"!

2.6. COMPARACION DE NUESTROS HALLAZGOS CON ESTUDIOS PREVIOS DE
MICROARRAYS EN CECC
Algunos de los genes expresados diferencialmente en los tumores del cluster 1 o en los

del cluster 3 forman parte del grupo de genes predictores de metastasis ganglionares
descrito por Roepman y col.(2005) en pacientes con CECC."' Asi, la sobre-expresion
de al subunida al de la prolil-4-hidroxilasa (P4HA1), la monoxigenasa MICAL2 y la
serpina E1 (SERPINEI), que hemos observado en los tumores del cluster 1,
correlaciona en el estudio de Roepman y col.(2005) con la presencia de metastasis
ganglionar. Por el contrario, en este mismo estudio la expresion de “polo-like kinasa 2”
(PLK2), de periplaquina (PPL), de SLPI, del canal de cloro intracelular III (CLIC3), de
SPINKS, de la proteina de unién a calcio A9 (S100A9), de HOP, de la involucrina
(IVL) y de la kalicreina (KLK12), sobre-expresados en nuestros tumores del cluster 3,
estd inversamente relacionada con la presencia de metastasis ganglionar. Por otra parte,
la expresion de TGM3, infra-expresado en los tumores del cluster 1, esta también
inversamente relacionada con la aparicion de metéstasis ganglionares. La comparacion
de nuestros resultados con los de Roepman y col. (2005) indica que algunos de los
genes caracteristicos del cluster 1 y del cluster 3 estan asociados con la aparicion de
metastasis y confirman de este modo el valor prondstico de estos marcadores para
predecir la evolucion clinica de los pacientes con CECC.

Por otra parte, entre los genes sobre-expresados en el cluster 1 encontramos genes

implicados en el proceso de transicion epitelio-mesénquima y proteinas estromales. En
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este sentido, nuestros resultados estarian de acuerdo con el estudio de Chung y
col.(2006) que identifican a un grupo de tumores de mal prondstico que presentan
caracteristicas de transicion epitelio-mesénquima junto a una sobre-activacion de la via
de NF-KB."*

Cabe destacar el distinto enfoque de nuestro estudio en comparacion con los estudios de
Roepman y co0l.(2005) y de Chung y col. (2006), ya que incluimos Unicamente a
pacientes con CECC en estadios localmente, de modo que los marcadores identificados
en nuestro estudio, ademas de tener un posible valor prondstico del comportamiento
bioldgico del tumor, son marcadores predictivos de la evolucion clinica de los pacientes
tratados con quimioterapia de induccidon, seguida de RT/QRT o cirugia, o

quimioradioterapia concomitante.

2.7. UTILIDAD CLINICA DE LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO
En el estudio de microarrays hemos identificado tres subtipos de CECC con un perfil de

expresion caracteristico, especialmente en el caso del cluster 1 y del cluster 3, que esta
relacionado con la supervivencia libre de recidiva local y la supervivencia global de los
pacientes portadores de estos tumores, tras su tratamiento con quimioterapia de
induccién, seguida de RT/QRT o cirugia, o con quimioradioterapia concomitante.
Ademas, hemos identificado un grupo minimo de ocho genes (TPST1, THBSI,
PPF1BP1, FNDC3B, P4HA1, DUOXI1, LYPD3 y RAB25) con el mayor grado de
sensibilidad y especificidad para predecir la supervivencia libre de recidiva local a 2
afios o la supervivencia global de los pacientes a 3 afios.

Los marcadores identificados son capaces de predecir la evolucidon clinica de los
pacientes con CECC en estadios avanzados, tratados con quimioradioterapia o
quimioterapia de induccion, seguida de RT/QT o cirugia. Es decir, el andlisis por
microarrays de los niveles de expresion de estos marcadores en biopsias tumorales pre-
tratamiento podria identificar, de modo previo al inicio de la terapia, aquellos pacientes
que fueran a obtener un beneficio clinico del tratamiento genotoxico conservador y
distinguirlos de los pacientes con escasa probabilidad de presentar una evolucion clinica
favorable, de modo que estos ultimos podrian ser tratados desde el inicio con cirugia, o
bien ser candidatos a un tratamiento alternativo.

No obstante, los resultados obtenidos en este estudio de microarrays deben ser validados
en estudios prospectivos independientes para confirmar la utilidad clinica de estos

marcadores. La utilizacion de un nimero mayor de muestras permitiria, ademas, realizar
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un analisis mads completo, estratificando aquellas variables que se ha demostrado
previamente que contribuyen a determimar la evolucion clinica de los pacientes de
CECC tratados con quimioradioterapia concomitante o quimioterapia de induccidén
seguida de QRT/RT y cirugia. Finalmente, tal evaluacion permitiria caracterizar de un
modo mas preciso los diferentes subtipos tumorales que se engloban dentro del
carcinoma escamoso de cabeza y cuello. Este andlisis seria especialmente util para
definir si el subtipo de tumores del cluster 2, identificado en nuestro estudio, constituye
un subtipo bioldgico con un comportamiento clinico propio, o por el contrario agrupa a
tumores de caracteristicas heterogéneas que comparten algunas de las caracteristicas de
los otros dos subtipos de tumores identificados.

Finalmente, deben realizarse estudios independientes, para determinar la sensibilidad y
especificidad, de estos marcadores como predictores de la evolucion clinica del paciente
sometido a tratamiento genotoxico. Ademas, la utilizacion de técnicas mas cercanas a la
practica clinica como la PCR cuantitativa o la inmunohistoquimica facilitaria su posible

futura introduccion en la practica clinica.
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VII CONCLUSIONES

1. EL ESTUDIO DEL NIVEL DE EXPRESION, DE LOS GENES DEL SISTEMA DE
REPARACION NO HOMOLOGA POR UNION DE EXTREMOS, EN BIOPSIAS PRE-
TRATAMIENTO DE PACIENTES CON CARCINOMA ESCAMOSO DE CABEZA Y
CUELLO LOCALMENTE AVANZADO, TRATADOS CON QUIMIOTERAPIA DE
INDUCCION, SEGUIDA DE RADIOTERAPIA / QUIMIORADIOTERAPIA O
CIRUGIA RADICAL, HA GENERADO LAS SIGUIENTES CONCLUSIONES:

* El nivel de mRNA de Ku70, Ku80 o DNA-PKcs es significativamente mas elevado en
tumores con una respuesta tumoral a los tres meses superior al 50 % que en aquellos con
respuesta inferior al 50 %.

* El nivel de mRNA de Ku70 es un factor de riesgo independiente de recidiva tumoral.

* Los pacientes cuyos tumores expresan mayor nivel de mRNA de Ku70 presentan un
riesgo menor de padecer una recidiva local, durante un seguimiento medio de 2 afios,
que los pacientes cuyos tumores presentan un nivel bajo.

* El nivel de mRNA de Ku70 posee mayor capacidad de predecir la recidiva tumoral
cuando solo se incluyen en el andlisis a los pacientes que han seguido tratamiento
genotoxico, excluyendo a los pacientes quirtrgicos.

* El porcentaje de células tumorales positivas para Ku70 es significativamente mayor en
tumores con una respuesta tumoral superior al 50 % que en aquellos con respuesta
inferior al 50 %.

* El porcentaje de células tumorales positivas para la proteina Ku70 es un factor de
riesgo independiente de recidiva tumoral y de muerte.

* Los pacientes cuyos tumores tienen un mayor porcentaje de células tumorales
positivas para la proteina Ku70 presentan menor riesgo de muerte y de padecer una
recidiva local, durante 4 afios de seguimiento, que aquellos cuyos tumores presentan un
porcentaje bajo.
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2. EL ESTUDIO DEL PERFIL DE EXPRESION POR MICROARRAYS EN BIOPSIAS
PRE-TRATAMIENTO DE PACIENTES CON CARCINOMA ESCAMOSO DE
CABEZA Y CUELLO EN ESTADIOS LOCALMENTE AVANZADOS, TRATADOS
CON QUIMIOTERAPIA DE INDUCCION, SEGUIDA DE TRATAMIENTO
GENOTOXICO CONSERVADOR O CIRUGIA, O QUIMIORADIOTERAPIA
CONCOMITANTE, HA GENERADO LAS SIGUIENTES CONCLUSIONES:

* Se han identificado tres subtipos tumorales (cluster 1, cluster 2 y cluster 3) que
presentan diferencias significativas en la supervivencia libre de recidiva local y en la
supervivencia global de los pacientes.

* La clasificacion en clusters es un factor de riesgo independiente de la recidiva local y
de muerte en estos pacientes, después de un seguimiento medio de 1 afio y 7 meses.

* Los tumores del cluster 1 se caracterizan por una mayor migracion e invasividad, una
transicion epitelio-mesénquima, la activacion de la via secretora y un menor grado de
diferenciacion escamosa. Los pacientes con este subtipo tumoral tienen una evolucion
clinica desfavorable, ya que presentan una supervivencia libre de recidiva local y una
supervivencia global menor que la de los pacientes de los clusters 2 y 3.

* Los tumores del cluster 3 se caracterizan por un mayor grado de diferenciacion
escamosa y por la sobre-expresion de genes localizados en las regiones cromosomicas
1921 y 19q13. Los pacientes con este subtipo tumoral tienen una evoluciéon clinica
favorable, ya que presentan una supervivencia libre de recidiva local y una
supervivencia global mayor que la de los pacientes de los clusters 1 y 2.

* Los genes tirosina sulfotransferasa 1 (TPST1), trombospondina 1 (THBS1), liprina 1
(PPF1BP1), fibronectina IIIB (FNDC3B) o al-prolil 4-hidroxilasa (P4HAT1) cuando se
sobre-expresan son factores de mal prondstico. Su sobre-expresion aumenta el riesgo de
recidiva local a 2 afos y de muerte a 3 afios.

* Los genes oxidasa dual 1 (DUOX1), LYPD3 o RAB25 cuando se sobreexpresan son

factores de buen prondstico. Su sobre-expresion diminuye el riesgo de recidiva local a 2
afios y de muerte a 3 afios.
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