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ABREVIATURAS

CECC: carcinomas escamosos de cabeza y cuello

CGH: "comparative genomic hybridization” (hibridacién genémica comparativa)
CLF: carcinomas de laringe y faringe

FISH: “fluorescence in situ hybridization" (hibridacién “in situ” fluorescente)
LOH: “loss of heterozigosity” (pérdida de heterocigosidad)

MLPA: “multiplex ligation-dependent probe amplification” (multiple amplificacion de
sondas dependientes de ligacién)

No: ganglios linfdticos sin metdstasis

N+: ganglios linfdticos con metdstasis

NIL: neoplasia intraepitelial laringea

pTNM: TNM patoldgico

SKY: "spectral karyotyping” (cariotipado espectral)

VAS: via aerodigestiva superior

GLOSARIO

Alteraciones cromosdmicas: cambios en el contenido global de material genético por
pérdidas, ganancias o amplificaciones de una region cromosémica, un brazo o un
cromosoma completo.

Alteraciones no compensadas: alteraciones cromosémicas que conllevan a una pérdida o
una ganancia global de material genético.

Alteraciones compensadas: alteraciones cromosdmicas sin pérdida ni ganancia global de
material genético.

Inestabilidad cromosdmica: falta de estabilidad en los cromosomas de una célula o
células de un tejido que provoca el actimulo progresivo de alteraciones cromosdmicas y el
desarrollo de tumores.

-pter: region cromosémica que abarca hasta el final del brazo p. Por ejemplo: 18p11-
pter.

-gter: regién cromosémica que abarca hasta el final del brazo q. Por ejemplo: 3q26-

qter.
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I- Presentacion

Los CECC ocupan el octavo lugar entre las neoplasias del sexo masculino,
presentando el Principado de Asturias una de las tasas de incidencia mds altas de
Espafia. Son tumores en los que se constata su estrecha relacion con el consumo de
tabaco y alcohol y, por tanto, son potencialmente evitables. Aunque se han realizado
importantes avances en su diagnéstico y tratamiento, la supervivencia se ha modificado
poco en los Ultimos afios, debido a que se diaghostican en estadios avanzados. Dentro de
la estadificacién TNM, el factor que mds influye en la supervivencia es la metdstasis en
los ganglios linfdticos cervicales. Sin embargo, la clasificacion TNM no puede explicar
por qué ftumores con estadio similar tienen, en muchas ocasiones, evolucién muy
diferente, limitando su utilidad en el pronéstico individual.

En cuanto a las alteraciones genético-moleculares, los carcinomas escamosos son
los tumores sélidos donde se han detectado los cambios cromosémicos mds complejos.
Se han disefiado modelos basados en LOH, que proponen pérdidas progresivas desde
lesiones preinvasivas (9p21, 3p21, 17p13) hasta tumores avanzados (11913, 13q21, 14q31),
pero que no tienen en cuenta el papel de las ganancias cromosémicas en 3q26, 5p15,
7p12, 11913, etc, que han sido detectadas mediante el estudio completo del genoma por
CGH. En todas estas regiones cromosémicas se encuentran miltiples genes que pueden
estar implicados en la progresion de la neoplasia. Asi, el gen supresor COKNZA localizado
en 9p21, los oncogenes CCNDI1/PRADI y EMSI en 11q13, el TP53 en 17pl3. Otros
oncogenes candidatos son c£rbBI en 7p12, hTERT en 5pl5, y PIK3CA en 3q26. Aunque
estos hallazgos son muy importantes y han contribuido a esclarecer la complejidad
genética de los CECC, es una opinién, compartida por la mayoria de los investigadores,
que estos son sélo el inicio de estudios mds amplios que nos permitan ir conociendo el
entramado genético de este tipo de tumores y su expresion proteica, para comprender
su progresion hacia la formacién de metdstasis.

Personalmente, el trabajo realizado en el laboratorio del Servicio de Citometria
y Proceso de Imdgenes de la Universidad de Oviedo y en el Departamento de Anatomia
Patolégica Cuantitativa del Centro Médico, VUmc, de Amsterdam me han llevado a
profundizar mis conocimientos en los CLF y sus alteraciones cromosémicas y genéticas.
Todos estos afios de investigacion junto con la experiencia del Grupo de Oncologia de
Cabeza y Cuello del Hospital Universitario de Oviedo, me han permitido estudiar las
alteraciones genético-moleculares que en estos tumores conducen a la formacién de

metdstasis ganglionares, motivo principal de este trabajo de investigacién.
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II- Estado actual del conocimiento

de los carcinomas escamosos de laringe y faringe
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II- Estado actual del conocimiento de los carcinomas escamosos de laringe y

faringe

II-1. Aspectos clinico-patolégicos

Bajo el ftérmino de CECC se incluyen los tumores malighos de la VAS con
etiologia e histologia similar. Se originan en la cavidad oral, faringe y laringe, asi como en
ofras regiones vecinas (nasofaringe o cavum, fosa nasal, tiroides y gldndulas salivales).
En este estudio analizaremos los CLF de tipo escamoso ya que es la localizacidn e

histopatologia mds frecuente en estas neoplasias’ .

II-1.1 Epidemiologia y clinica

Los CLF representan el 56% de todas las heoplasias malignas de cabeza y cuello.
Constituyen el 2,2-3,7% de todos los cdnceres del organismo y causan el 1,5-2,5% de las
muertes por tumores malignos®. Su incidencia se mantiene estable en Espafia en torno a
24 casos por 100.000 habitantes/afio en varones y 0,5 casos por 100.000 habitantes/afo
en mujeres. Este predominio masculino del 95% se reduce en los paises anglosajones a
una relacién 5:1. La edad de mayor incidencia son los 60-70 afios®*.

Desde el punto de vista anatomo-clinico la laringe se divide en tres niveles
diferentes: supraglotis (epiglotis, repliegues ariteno-epigléticos, aritenoides, bandas
ventriculares y ventriculos de Morgagni), g/otis (cuerdas vocales y comisuras anterior y
posterior), subglotis (limite inferior de cuerdas vocales a limite inferior de cartilago
cricoides) y fransglotis (extension en dos o mds regiones laringeas). En la faringe
encontramos la orofaringe (base de la lengua, region amigdalina, paladar blando y pared
posterior), la Aijpofaringe (seno piriforme, pared posterior y zona retrocricoidea) y la
nasofaringe o cavum, que excluimos en este estudio por tratarse de tumores con una
etiologia, patologia, tratamiento y prondstico totalmente distintos al de los originados en
el resto de la faringe®.

Los tumores de laringe ocurren mds frecuentemente que los de faringe (31%
laringe y 25% faringe), siendo a su vez los tumores de la regién supraglética mds
frecuentes (60-70%) que los gléticos (30-35%)°*. En la faringe, la regién que mds
frecuentemente desarrolla neoplasias malignas es la orofaringe.

Las manifestaciones clinicas y las metdstasis ganglionares cervicales también
soh muy variables de una localizacién a otra. Los tumores gléticos comienzan con disfonia
que favorece su deteccion en fases preinvasivas o iniciales de la enfermedad (carcinoma

in situy estadios I y II). Las metdstasis ganglionares en esta localizacién son muy bajas
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(3-4%). En cambio las lesiones supragléticas y faringeas, con una clinica mds inespecifica
(molestias al tragar, otalgia, etc...) suelen diagnosticarse en estadios mds avanzados (IIT
y IV), con metdstasis ganglionares en el 40-50% de los casos.

Es un hecho frecuente el desarrollo de segundas neoplasias (15-20%),
sincrénicas o metacrénicas al tumor primario, en la VAS, eséfago o pulmén, por ser
érganos expuestos a similares agentes carcinégenos®’. Un segundo tumor primario de
origen pulmonar o esofdgico tiene, en la mayoria de los casos, un prondstico infausto,
mientras que puede ser susceptible de tratamiento curativo si es de cavidad oral o
laringe. Las metdstasis a distancia en el momento del diagnéstico son poco frecuentes y

cuando aparecen (10%) lo hacen preferentemente a nivel éseo o pulmonar.

II-12 Factores etioldgicos

Aunque la etiologia de los CLF no estd totalmente definida, existen diversos
factores ambientales y genéticos relacionados con su aparicion, unos de forma clara y
evidente, como el alcohol y el tabaco, y otros de forma mds controvertida.
Tabaco. Mdltiples estudios demuestran la relacién que existe entre el hdbito al tabaco y
el cdncer. De hecho este tipo de neoplasia se presenta en un 90% de los casos en
fumadores, siendo excepcional en no fumadores®. El tabaco posee sustancias
carcinogénicas iniciadoras y promotoras de los cambios genéticos que favorecen el
desarrollo de tumores. Existe ademds una relacién dosis-efecto, de modo que la
probabilidad de un CLF aumenta a mayor cantidad de cigarrillos consumidos. El riesgo
relativo de cdncer laringeo para los fumadores es de 6,1-15,8 con respecto a los no
fumadores®.
Alcohol. El consumo de alcohol también se asocia con la aparicién de este tumor,
especialmente en las localizaciones supraglética y faringea, multiplicando el riesgo
cuando se combina con el tabaco'®. Asi mismo, el alcohol actda manteniendo el efecto
irritativo y potenciando la accién carcinogénica del tabaco en los tumores gléticos.

Enfermedad por reflujo faringo-laringeo. Favorece el desarrollo de NIL y cdncer

invasivo al exponer la mucosa de las VAS al contacto prolongado con la secrecién dcida
gdstrica, induciendo fendmenos de regeneracién epitelial y metaplasia escamosa. Algunos
estudios que avalan esta teoria, han detectado casos de CLF en pacientes sin exposicién
a los carcinégenos habituales (tabaco y alcohol) y con enfermedad por reflujo faringo-
laringeo como dnico factor de riesgo™ . Este hecho ha sido bien descrito en la
enfermedad por reflujo gastro-esofdgico con el desarrollo de adenocarcinomas en el

eséfago de Barrett.
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Virus. Los subtipos 16 y 18 del virus del papiloma humano (HPV) se relacionan con el
desarrollo del CLF'. La integracién del ADN viral en el genoma de las células epiteliales
produce la sobrexpresién de las proteinas E6 y E7, capaces de inactivar genes
supresores de tumores como el T7P53y Rb, favoreciendo la transformacion de la célula
huésped en tumoral.

Factores ocupacionales. Las diferencias geogrdficas en su incidencia ho se explican sélo

por los factores de riesgo. Se cree que existen otros factores etioldgicos implicados en
la génesis tumoral como la exposicion laboral a ciertas sustancias entre las que destaca
el polvo y gas de las minas de carbén, polvo de madera, fibras de vidrio y textiles,
barnices, pinturas, etc. Su implicacién en la carcinogénesis es todavia controvertiday los
datos publicados podrian estar sesgados por la exposicién al alcohol y tabaco®.

Factores genéticos. Aunque no son tumores hereditarios, el 50% de los pacientes

presenta antecedentes familiares de neoplasias, la mayoria localizadas en el pulmén
(77%). Se han realizado estudios que demuestran que los pacientes con CECC, colon y
pulmén, tienen una capacidad genética de reparacién del ADN inferior a la habitual y son
mds susceptibles a la accién mutagénica de los carcinégenos ambientales. Del mismo
modo se ha comprobado que los pacientes jévenes no fumadores con CECC son mutdgeno-
sensibles, mientras que grandes fumadores que ho desarrollan cdncer son mutdgeno-

resistentes'.

Todos estos factores etioldgicos ambientales descritos, unidos a la
susceptibilidad genética individual, modulan el proceso carcinogénico, no sélo en la

laringe y faringe, sino en toda la VAS.

II-1.3. Anatomia patologica

El carcinoma de células escamosas o epidermoide es el tumor maligno mds
frecuente de la laringe y faringe (96%). Recibe este nombre al originarse en las células
epiteliales del revestimiento superficial de estos drganos. La extirpe tumoral estd
constituida por una proliferacién de células atipicas que exhiben diferenciacion
escamosa, es decir, formacién de queratina, presencia de puentes intercelulares y
tendencia a infiltrar el estroma. En las fases iniciales de la enfermedad se pueden
observar las formas preinvasivas o lesiones intraepiteliales, sobre todo en cavidad oral y
en laringe glética, respetando el limite impuesto por la membrana basal sin invadir el
corion. Se ha visto una evolucién de la NIL hacia carcinomas invasivos en el 15-20% de

los casos, sobre todo en las de alto grado (III) donde esta progresion llega al 50%.
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Los carcinomas escamosos invasivos se clasifican en tres grados histoldgicos de
diferenciacién en relacién con su semejanza al epitelio epidérmico (Tabla I)"®. En la
laringe glética predominan los carcinomas escamosos bien y moderadamente

diferenciados, mientras que en supraglotis y faringe lo hacen los poco diferenciados.

Tabla |. Descripcion de los grado de diferenciacion histologicos para carcinomas epidermoides invasivos
basados en la actualizacion de la descripcion de Broders 5.

Grado de . - . .

. L, Pleomorfismo Puentes S Mitosis | Hipercromatismo
diferenciacion . Queratinizacion ..

ARV nuclear intercelulares atipicas nuclear

histologico
Bien + +++ ++4 -/+ +
Moderado ++ + + ++ ++
Poco e, - - e, it

II-14. Estadificacion

Se emplea el sistema de estadificacion TNM con el fin de lograr un consenso
internacional a la hora de definir la extensién tumoral y tomar decisiones terapéuticas.
En este sistema se consideran como categorias el tamafio del tumor primario (T), la
afectacién de ganglios linfdticos regionales (N) y las metdstasis a distancia (M). Una vez
extirpado el tumor y estudiado histopatoldgicamente se define un pTNM, que es el
utilizado para la estadificacién final. Cada localizacién presenta una clasificacién
especifica, que en el caso de los CLF sélo se ve modificada en la categoria T, segtn se
trate de un tumor de laringe o de faringe. En las tablas II, IIT y IV se detalla la
clasificacién y estadificacion segin el actual sistema TNM para estas localizaciones
tumorales’®. La combinacién de estas tres categorias define la estadificaciéon TNM en
cuatro estadios (Tabla V).

Con el sistema de clasificacién TNM conseguimos unificar criterios y desarrollar
un lenguaje comin que ayuda a estandarizar tratamientos y comparar resultados en la
estrategia contra el cdncer. Sin embargo, cuenta con importantes limitaciones a la hora
de establecer el prondstico individual de la enfermedad, al no tener en cuenta ciertos
aspectos relacionados con el paciente, como el estado general inmunitario, o del tumor,
como la agresividad intrinseca, el volumen o la rotura capsular, que han demostrado

estar directamente correlacionados con la evolucién de la neoplasia.
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Tabla II. Estadificacion T en tumores de laringe.

Estadificacién T en tumores de laringe

T1: Tumor limitado a una sublocalizacién dentro de la supraglotis con movilidad
normal de las cuerdas vocales.
T2: Invade la mucosa de mds de una sublocalizacién de la supraglotis o de una regién

Supraglotis | adyacente (base de lengua, valécula..) sin fijacion de la laringe.
T3: Tumor limitado a la laringe con fijacion de las cuerdas vocales y/o que invade:
region retrocricoidea, espacio preepiglético o parte profunda de la base de la
lengua.
T4a: Invade el cartilago tiroides y/o se extiende hacia los tejidos blandos del
cuello, mdsculos de la lengua, gldndula tiroides y/o eséfago.
T4b: Invade el espacio prevertebral, mediastino y rodea la arteria carétida.
T1: Tumor limitado a las cuerdas vocales con movilidad normal.
Tla: Tumor limitado a una cuerda vocal.
T1b: Tumor que afecta a ambas a cuerdas vocales.
Glotis T2: Tumor que se extiende a la supraglotis y/o subglotis y/o disminuye la movilidad
de la cuerda vocal.
T3: Tumor limitado a la laringe con fijacién de cuerdas vocales y/o invade el espacio
paraglético y/o erosién menor del cartilago tiroides.
T4a: Invade el cartilago tiroides y/o se extiende hacia los tejidos blandos del
cuello, mdsculos de la lengua, gldndula tiroides y/o eséfago.
T4b: Invade el espacio prevertebral, mediastino y rodea la arteria cardtida.
T1: Tumor limitado a la subglotis.
T2: Tumor que se extiende a una o a ambas cuerdas vocales con movilidad normal o
Subglotis | disminuida

T3: Tumor limitado a la laringe con fijacién de cuerda vocal.

T4a: Invade el cartilago tiroides y/o se extiende hacia los tejidos blandos del
cuello, mdsculos de la lengua, gldndula tiroides y/o eséfago.

T4b: Invade el espacio prevertebral, mediastino y rodea la arteria cardtida.

Tabla Ill. Estadificacion T en tumores de faringe.

Estadificacién T en tumores de faringe

Orofaringe

T1: Tumor de didmetro < a2 cm.

T2: Tumor de 2-4 cm.

T3: Tumor de > 4 cm.

T4a: Invade estructuras adyacentes (mandibula, mdsculos profundos de la lengua,
pteriogoideo medial, paladar duro o laringe).

T4b: Invade el pterigoideo lateral, apéfisis pterigoides, nasofaringe lateral, base de
crdneo o rodea la arteria carétida.

Hipofaringe

T1: Tumor limitado a la hipofaringe < a 2 cm.

T2: Invade mds de una sublocalizacién o zonas adyacentes, de 2-4 cm, sin fijacion de
la hemilaringe.

T3: Tumor de >4 cm, con fijacién de hemilaringe.

T4a: Invade los cartilagos tiroides/cricoides, hueso hioides, gldndula tiroides,
esdfago.

T4b : Invade el espacio prevertebral, mediastino y rodea la arteria carétida.
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Tabla IV. Estadificacion Ny M en el CLF.

Estadificacién N en tumores de laringe y faringe

NX: Ausencia de requisitos minimos para valorar los ganglios linfdticos regionales.
NO: Ausencia de metdstasis ganglionares.
: Metdstasis en un Unico ganglio homolateral < a 3 cm de didmetro mayor.
N2: Metdstasis en ganglios ipsi o contralaterales de 3-6 cm.
N2a: Metdstasis en un dnico ganglio ipsilateral.
N2b: Metdstasis miltiples en ganglios ipsilaterales.
N2c: Metdstasis en ganglios bilaterales o contralaterales.
N3: Metdstasis en un ganglio > de 6 cm.

Estadificacién M en tumores de laringe y faringe
MX: Metdstasis ho evaluables.

MO: Sin evidencia de metdstasis a distancia.

M1: Metdstasis a distancia.

Tabla V. Estadificacion TNM en el CLF.

Estadio T N M
Estadio T T1 NO MO
Estadio IT T2 NO MO
Estadio ITT T1, T2 N1 MO

T3 NO, N1 MO
Estadio IVA T1, T2, T3 N2 MO

T4a NO, N1, N2 MO
Estadio IVB T4b NO, N1,N2,N3 | MO

T1, T2, T3, T4a, T4b N3 MO
Estadio IVC T1, T2, T3, T4a, T4b | NO,NI1,N2,N3 | M1

II-15. Factores prondsticos

La identificacidn de los factores prondsticos de los fumores es de gran utilidad
para predecir su evolucidn y aplicar las estrategias terapéuticas mds adecuadas en cada
caso. En el CLF la supervivencia a los 5 afios no ha experimentado mejoras sustanciales a
pesar de los avances conseguidos en las Ultimas décadas en el diagndstico y tratamiento,
siendo del 75% para los tumores gldticos, 60% para los supragléticos y 30-40% para los
faringeos™’.
Se han identificado un gran nimero de factores que influyen en la supervivencia

de los pacientes y que podriamos agrupar en tres apartados:
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Factores prondsticos del paciente

La edad limita la evolucién del tumor y cuanto mds joven es el paciente peor
serd el prondstico, aunque esto puede estar relacionado con otras variables'®®,

El estado general del paciente influye sobre la supervivencia. La patologia
respiratoria derivada del hdbito tabdquico, la hepatopatia por alcoholismo crénico y la
inmunodeficiencia que el propio tumor provoca se han estudiado en relacién a la
respuesta terapéutica, recidiva fumoral y supervivencia, aunque los resultados obtenidos
son controvertidos. Se ha observado que la respuesta a la quimioterapia y la
supervivencia son mds altas en pacientes con mejor estado general. Otros factores
relacionados con un mal prondstico son la pérdida de peso corporal, la disminucién de
albdmina sérica (< 4 g/dL) y la hemoglobina baja (< 11 g/dL).

La respuesta del sistema inmunitario frente a la proliferacién incontrolada de
células tumorales, parece influir en la evolucion de la enfermedad. La respuesta
inflamatoria inducida por el tumor con infiltrado de eosindfilos y linfocitos T intra y
peritumorales se asocia con menor riesgo de recidiva. Los sighos reactivos en ganglios
linfdticos (histiocitosis sinusal, hiperplasia folicular linfoide, células plasmdticas) se
relacionan con mayor supervivencia. El déficit linfocitario en tumor o sangre (linfocitos T
citotéxicos y supresores, células "Natural Killer") se ha relacionado también con la
incidencia de metdstasis a distancia

Factores pronésticos del tumor

La localizacién del tumor es uno de los factores pronésticos mds importantes
que condiciona la clinica del paciente y el diagndstico en estadios precoces o avanzados,
por la posibilidad de invasion loco-regional o a distancia de las células tumorales. Los
tumores de laringe glética se manifiestan precozmente por disfonia, permitiendo su
deteccidn en estadios tempranos, con menos invasién local y escasas metdstasis
linfdticas. Esto es diferente en los tumores supragléticos, detectados en fases mds
avanzadas del tumor y que presentan metdstasis ganglionares frecuentes y, por tanto,
peor pronéstico. Los tumores faringeos tienen aln peor pronéstico, sobre todo los de
hipofaringe'?.

El estadio del tumor, definido por la clasificaciéh TNM, esta en relacién con la
supervivencia de grupos de pacientes y a medida que aumenta el estadio, va
disminuyendo la supervivencia. Sin embargo, no es eficaz para establecer el prondstico
individual en determinados tumores®.

El grado histolégico del tumor es utilizado también como factor pronéstico. Los

tumores con menor grado de diferenciacion son mds agresivos y tienen peor prondstico.
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No obstante, es un factor prondstico controvertido que no puede ser utilizado de
manera independiente, sino respaldado por los otros factores pronésticos mencionados.

Factores prondsticos relacionados con el tratamiento

El tratamiento de eleccién en el CLF es la cirugia del tumor primario y de los
ganglios linfdticos, a veces con metdstasis ocultas clinicamente (20-30%) y sdlo
diaghosticadas en el estudio histopatoldgico del vaciamiento cérvico-ganglionar, que, por
ese motivo, se debe hacer de forma profildctica en los tumores supragléticos,
transgléticos y faringeos. La reseccién del tumor primario se hace de forma suficiente
para asegurar mdargenes quirdrgicos libres y evitar las recidivas locales, responsables en
parte de su mortalidad®. En las lesiones de pequefio tamafio (NIL, T1y T2) el empleo del
laser CO; por via endoscdpica se ha impuesto sobre la cirugia abierta, preservando la
funcién vocal y evitando la traqueotomia, manteniendo la misma supervivencia®.

El uso de la radioterapia radical se plantea como alternativa a la cirugia o el
ldser en tumores iniciales (T1), o de forma complementaria en mdrgenes afectados o
metdstasis ganglionares. El grado de remisién tras la radioterapia condiciona muchas
veces la evolucién del paciente. La quimioterapia sélo tiene interés en tumores avanzados
(III-IV) dentro de una estrategia de preservacion de 6rgano, siempre combinada con la

radioterapia’®.

II-2. Aspectos genéticos

IT-2.1 Inestabilidad cromosdmica en tumores sdlidos
En la actualidad es aceptado que los tumores sélidos se desarrollan sobre
cambios acumulados de forma progresiva en su secuencia de ADN??4%3_ Estos cambios
gendmicos pueden ser heredados o inducidos por los factores de riesgo externos
(quimicos, radiacién, luz ultravioleta..) y conducen a un crecimiento celular
incontrolado®*?°. Durante mucho tiempo la investigacién se centré en el mecanismo de
proliferacién celular tumoral, pero posteriormente se amplié a la apoptosis o muerte
celular programada. La transformacién neopldsica conlleva, con frecuencia, unha
disminucién de la apoptosis con el correspondiente desarrollo de células inmortales®®?’.
Recientemente también se ha incorporado a la investigacion oncoldgica la incapacidad
celular para reparar los dafios en el ADN, causa de inestabilidad de todo el genoma y
motor en la progresién de los tumores?®.
La inestabilidad del genoma se desarrolla a partir de pequefias mutaciones o

cambios en las proteinas que provocan, de forma progresiva, alteraciones cromosémicas
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visibles a nivel numérico o estructural?®3031.3233343536 | 55 cambios cromosémicos

incluyen pérdidas parciales, duplicaciones, inversiones, translocaciones y amplificaciones

que alteran el funcionamiento y la expresién de determinados genes. En el desarrollo

tumoral han sido considerados tres grupos:

* Oncogenes: participan normalmente en el control del ciclo celular actuando a
nivel de los factores de crecimiento y sus receptores, en la transcripcién o
asociados a proteinas fransductoras. Su alteracién y activacién favorece la
proliferacién celular incontrolada.

* Genes supresores de tumores: también denominados oncogenes recesivos.
Codifican proteinas que inhiben el crecimiento y la proliferacion celular. Cudndo
estdn inactivados llevan a la transformacion neopldsica por pérdida de su
funcién®’. Dentro de este grupo se encuentra el conocido 7P53 cuya mutacién se
asocia al desarrollo del cdncer de colon o los BRCA I y 2 en el cdncer de
mama®%%,

* Genes reparadores del ADN: corrigen los errores en la replicacién del ADN o
las mutaciones producidas por agentes fisicos o quimicos. Su alteracion favorece

el actimulo de mutaciones y la posibilidad para desarrollar un tumor.

En la tfabla VI se recogen algunas caracteristicas de los genes mds

representativos de estos tres grupos.

Tabla V1. Descripcion de los principales genes asociados al desarrollo tumoral.

Genes Nombre | Cromosoma | Proteina Funcion
PIK3CA 3926 PI3-K Regulacién de la  proliferacién y migracién
celular
hTERT 5p15 Funcién sobre la actividad de la telomerasa
Oncogenes | c£rbBI1 7pl12 EGFR | Receptores de factores de crecimiento
CCND! 11q13 Ciclina D1 | Regulacién del ciclo celular
cErbB2 17q21.1 | Her2/Neu | Receptores de factores de crecimiento
cMYc 8q24 Regulacién en la transcripcién y apoptosis celular
TP53 17p13 p53 Control del ciclo celular y apoptosis
BRCAL 139 Regulacién de la transcripcién
Supresores | BRCAZ 17q
de tumores | RH 13q14 Regulacién del ciclo celular y apoptosis
CDKNZA 9p21 plé Funcién sobre el ciclo celular
APC 5q21 Control del ciclo celular y adhesidn intercelular
R MLHI 3p22.1 Reparacién de los dafios en la replicacién del
eparadores . .
del ADN MLHZ 2p22 ADN o en las mutaciones producidas por agentes
MLH3 5q12 fisicos o quimicos
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II-2.2. Modelos de progresion tumoral

El hecho de admitir la acumulacién de cambios en el ADN como llave en el
desarrollo de los tumores sélidos nos conduce a preguntarnos cudntos cambios son
necesarios para que una célula normal se convierta en neopldsica®’. En la carcinogénesis
de la VAS se estima que se precisan entre 6 y 10 alteraciones génicas en oncogenes,
genes supresores o reparadores. Segln estos cambios la mucosa normal se transforma
en lesién intraepitelial y puede progresar a tumor invasivo con capacidad de invadir
tejidos adyacentes y dar lugar a metdstasis ganglionares y/o a distancia??23424344,

En 1990 se describié un modelo de inicio y progresién del cdncer de colon®® que,
posteriormente, sirvié como base para el de otros tumores como cerebro, vejiga y CECC.
En este Ultimo se asocié la progresién histopatolégica tumoral con las alteraciones
cromosdmicas, estableciendo por LOH que los cambios ocurrian en 10 loci relacionados
con genes supresores (9p21, 3p21, 17p13 en fases precoces y 13921, 11q13, 14931 y otros
en fases tardias) (figura 1)*. Aunque este modelo ha supuesto un avance muy importante
en el conocimiento de la carcinogénesis en la VAS, tiene limitaciones al no explicar bien
el paso desde displasia-carcinoma /7 situ a carcinoma invasivo, ni la progresion
metastdtica. Ademds, otra limitacion importante es que sélo estudia pérdidas genéticas
y, por tanto, sélo los genes supresores de tumores. Recientes estudios con CGH en el
CLF han permitido definir ganancias cromosdmicas localizadas en las regiones
cromosdmicas 3q26, 5p15, 7p12 y 11q13, y confirmar las zonas con ganancias en relacion
con oncogenes*’ #8420 Hasta el momento ninglin cambio cromosémico ha sido claramente

asociado a la aparicién de metdstasis y los modelos de progresion tumoral definidos

hasta ahora no incluyen este fenémeno en sus esquemas®*,
11913
3pel 13921 fip. 8p. Bq
9p21 17pl3 14431 4q26

; : MIL I-IT MIL ITT Carcinoma Carcinorma,
Miich crsaidip—e: | Jlipetpksia I {bajo grada) falta grada) invasiva * | etastdticn

Figura 1. Modelo de progresion tumoral en CECC mostrando los cambios fenotipicos y genéticos determinados
por LOH. El paso hacia carcinoma metastatico no figura en el modelo original ni ha sido incorporado en
actualizaciones posteriores, pero debe ser tenido en cuenta en este esquema de progresion
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IT-2.3. Genes asociados

En las regiones cromosémicas alteradas de los tumores sélidos se han propuesto
un gran nimero de genes implicados en la progresién tumoral®®®'2 En 17pl13 se
encuentra el gen TP53 que codifica la proteina p53, implicada en numerosas funciones
celulares esenciales como la franscripcién genética, sintesis y reparacién del ADN,
coordinacién de ciclo celular y apoptosis®. En 9p21 sabemos que el gen supresor
CDKNZD que codifica la proteina p16 tiene un papel importante en el inicio de tumores
de laringe, pero todavia no hay un candidato en 3p212%°354,

La ganancia de 11q13 estd asociada a la sobreexpresién de la ciclina D1,
codificada por el gen CCNDI. Se trata de una proteina reguladora de la familia de las
ciclinas, implicada en la progresion del ciclo celular mediante la interaccion con kinasas
ciclina-dependientes®™®¢. Sin embargo, estudios recientes han encontrado otros genes
en la regién 11913 (EMS1, 6ARP) que también pueden tener un papel importante en la
carcinogénesis® %, Otros candidatos de oncogenes son cErbB1en 7p12, hTERT en 5pl5,
y PIK3CA en 3q26%°. Aunque algunos de ellos se han asociado con una mala evolucidn,
no siempre se encuentran alterados en todos los carcinomas, constituyendo una
limitacién importante para un uso pronéstico.

La definicién de un modelo completo de progresién en el CLF parece dificil de
establecer debido al gran nimero de alteraciones cromosdémicas que ya desde fases muy

tempranas se desarrollan en este tumor®' %,
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III- Técnicas de andlisis genético-molecular
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III- Técnicas de andlisis genético-molecular

Las técnicas aplicadas para el andlisis citogenético han tenido un rdpido
desarrollo en los Gltimos afios, si tenemos en cuenta que hasta 1956 sélo se conocia que
el genoma humano estaba formado por 46 cromosomas. En la actualidad existe un gran
nimero de técnicas para el andlisis genético-molecular. Algunas de ellas se complementan
entre si y tienden a solapar sus resultados, pero otras aportan una informacién dnica de
las alteraciones genético-moleculares de los tumores. A continuacién enumeramos las
técnicas que a lo largo de este estudio hemos utilizado y otras que estdn en relacidn con

la deteccién de alteraciones cromosémicas.

III-1. Citometria de flujo

Estd basada en el andlisis de fluorescencia y dispersién de la luz sobre
particulas individuales, como células, ndcleos o cromosomas, durante su recorrido a lo
largo de un sistema de fluidos en un citémetro de flujo.

A nivel nuclear, facilita de forma rdpida y precisa datos sobre el contenido de
ADN y las distintas fases del ciclo celular en las que se encuentra la muestra analizada.
Tras una disgregacién mecdnica y enzimdtica del tejido, se obtiene una suspension de
nidcleos intactos, que tefiidos con un fluorocromo se transportan en un fluido isotdnico
sobre el que incide un rayo ldser . La luz dispersa y la emisién de fluorescencia son
recogidas y conducidas por lentes y filtros hacia los detectores que convierten los
fotones de luz en pulsos de corriente eléctrica. Los pulsos son amplificados y
transformados en una sefial digital que se almacena en el ordenador para su posterior
procesamiento. Los resultados del andlisis son normalmente representados en forma de
histograma de intensidad de sefial de dispersién o fluorescencia (Figura 2). La
adquisicién de las muestras y el andlisis de las fases del ciclo celular, utilizando
programas informdticos especializados, se realiza de acuerdo con las consideraciones de
la Conferencia de Consenso®*.

En los CECC, la citometria de flujo es utilizada actualmente en la prdctica clinica
como informacién complementaria con fines prondsticos y terapelticos. Los tumores
aneuploides y con fase S elevada ( >20%) tienden a ser mds invasivos y metastdsicos,
mientras que los tumores con un contenido de ADN diploide y con una fase S baja (

<10%) presentan mayor supervivencia®®,
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Figura 2. Histograma del contenido de ADN de dos muestras de carcinomas de laringe analizadas por citometria
de flujo. A la izquierda, muestra diploide con indice de ADN= 1,00 y fase S baja. A la derecha, muestra
aneuploide con indice de ADN= 1,59 y fase S baja.

III-2. Cariotipado

En 1969, con el desarrollo de las técnicas de bandeo, se pudo identificar de
forma individual cada cromosoma. En la actualidad hay tres tipos de tinciones que
definen un patrén especifico de bandas, permitiendo identificar todos los cromosomas y
ordenarlos en un cariotipo. El patrén de bandas-G se obtiene después de tratar las
metafases con tripsina, tifiendo con Giemsa y observando con un microscopio de campo
claro. El patrén de bandas-Q se define tifiendo con Quinacrin y utilizando un microscopio
de fluorescencia vy, finalmente, el patrén de bandas DAPI emplea 4,6-diamino-2-
fenilindol y un microscopio de fluorescencia.

En los tumores sélidos los estudios por cariotipado suelen ser dificiles de
realizar debido al gran nimero de alteraciones cromosémicas presentes, cuyo origen ho
puede ser identificado mediante cariotipado, aunque si con otras técnicas como FISH o
SKY ©7 (Figura 3).
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Figura 3. Cariotipo con un patrén de bandas-Q de la linea tumoral SCC040 de un carcinoma escamoso
mostrando alteraciones en el nimero de copias (trisomia del cromosoma 9 y monosomia del cromosama X) y
alteraciones estructurales en los cromosomas 3, 12y 18.

III-3. FISH

Esta técnica fue desarrollada en los afios ochenta y nos informa sobre zonas
especificas de un determinado cromosoma. Consiste en una sonda de ADN normal de
secuencia conocida, marcada con fluorescencia, que hibrida sobre la muestra problema
revelando la posicion de dicha zona en el cromosoma. Las sondas pueden marcar
cromosomas completos, centromeros, teldmeros, regiones especificas e incluso genes. Es
posible realizar la técnica sobre metafases o también sobre nicleos en interfase,
evitando asi los cultivos celulares y la preparacién de las metafases. Con este
procedimiento se puede identificar una situacién normal con dos sefiales de hibridacién
(eusomia) o una situacién alterada (aneusomias), que podrd presentar una dnica sefial de
hibridacién (monosomia) o varias sefiales (polisomia).

En un estudio realizado por nuestro grupo, se aplicé la técnica FISH utilizando
sondas centroméricas para los cromosomas 8, 9, 11 y 17 sobre nicleos en interfase de
CLF®®. El 70% de los tumores presentaron aneusomias para los cuatro cromosomas

analizados, siendo la polisomia la alteracion mds frecuente. Este estudio constata la
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utilidad del FISH para el conocimiento de los cambios citogenéticos que se producen en
el CECC.

IIT-4. CG6H y array-CGH

La CGH es una técnica desarrollada en los afios noventa y que, en la actualidad,
estd muy difundida en los laboratorios de citogenética®®’°. Con ella se puede analizar en
un sélo experimento todo el genoma del tumor y conocer los cambios a nivel cromosémico
en relacion con pérdidas, ganancias o amplificaciones de material cromosémico. La
posibilidad de utilizar ADN procedente de tejido fresco o congelado, asi como de tejido
incluido en parafina, ha favorecido el estudio de diferentes tipos de tumores sélidos
71,72,73,74,75,76'

La CGH consiste bdsicamente en hibridar ADN normal y ADN tumoral, marcados
con moléculas fluorescentes distintas (rojo y verde, respectivamente) sobre un porta
con metafases normales. Ambos ADNs compiten para hibridar sobre las metafases
normales (Figura 4). La relacién de fluorescencia verde/roja determina la ganancia o
amplificacién con un predominio de la sefial verde, mientras que la pérdida se traducird
en un exceso de sefial roja. El perfil de la relacidn de fluorescencia de cada cromosoma
se representa sobre un cariotipo denominado idiograma

Esta técnica presenta algunos problemas al limitar su resolucién a 10 Mpb y no
detectar mutaciones puntuales. Esto ha sido resuelto con el reciente desarrollo de una
técnica complementaria a la C6H, denominada “array-CGH"’’. En ella el molde sobre el
que compiten los ADNs, marcados con fluorescencia, no son metafases normales, sino
una formacion de clones conocidos de ADN (“array”) (Figura 5). La resolucién de esta
técnica puede llegar e incluso superar los 0,5 Mpb. El andlisis final no requiere del
cariotipado, como ocurre en CGH, sino de un andlisis directo con un programa
informdtico que mide la relacién de sefial verde/roja en cada clon y presenta los datos
ordenados segtn su localizacién en el cromosoma’®.

Numerosos articulos han sido publicados utilizando la C6H y el array-CGH en el
estudio de CECC79808182838485 Egtqs investigaciones confirman la complejidad en el
ndmero de alteraciones y definen miltiples regiones en forma de ganancias (3q, 5p, 7p y
11q13), amplificaciones (11913, 18p11) y pérdidas (9p y 3p, 5q).
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Figura 4. Esquema de la técnica de CGH junto con la imagen, para el cromosoma 5, de la sefial verde/roja que
se obtiene tras la hibridacién y su representacion a lo largo del cromosoma. Se observa una ganancia en el

brazo corto 5p.
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Figura 5. Esquema de la técnica de “array-CGH" con un detalle del resultado final para el cromosoma 11. Se
observa una ganancia en la region cromosémica 11g13 que afecta a dos amplificaciones distintas, mientras que
por CGH s6lo se detectaba una regién con amplificacion.
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III-5. sKY

La CGH y el “array-CGH" nos informan de las ganancias o pérdidas de material
genético, pero no de la posicién de dicho material, importante a la hora de conocer la
existencia de franslocaciones cromosdmicas. El cariotipado espectral o SKY ("Spectral
karyotyping") da una solucién a este problema®. Esta técnica hace hibridar, sobre
metafases tumorales, sondas especificas marcadas con combinacién de fluorocromos
diferentes que confieren a cada uno de los 24 cromosomas humanos un color de
fluorescencia caracteristico.

En CECC, el SKY ha permitido localizar en los cromosomas la posicién de la
multitud de alteraciones que se detectan en este tipo de tumor, ademds de identificar

un patrén especial de translocaciones que afectan a todo el brazo del cromosoma (Figura
6838782

o . Y214
ull'kg'

!ils(!E

i!tﬂlj
AR1LM

Figura 6 Cariograma obtenido utilizando la técnica de SKY sobre la linea celular SCC078 de un CECC. Los
cromosomas que presentan translocaciones afectando a todo un brazo del cromosoma se indican con un circulo:

(19:18p), (4p;12p), (5p;18p), (89;10p), 2x(119;Xq) y (114;13q).

III-6. MLPA

Es una de las técnicas citogenéticas de desarrollo mds reciente®®. Permite
cuantificar en un solo experimento hasta 42 genes diferentes, empleando una minima
cantidad de ADN (50 ng), lo que le confiere una ventaja sustancial respecto a otras

técnicas citogenéticas. La informacién de esos 42 genes se obtiene por la amplificacion
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por PCR de 42 sondas predeterminadas que posteriormente se cuantifican por medio de
electroforesis capilar. La seleccién de las sondas depende del tipo de tumor (carcinoma
escamoso, adenocarcinoma..) y estdn comercializadas (MRC-Holland, Amsterdam,
Holanda). Por tanto, una limitacién de la MLPA es la existencia de sondas para huevas
alteraciones génicas, aunque podrian disefiarse sondas especificas "a la carta”. Como se
trata de un procedimiento muy novedoso sobre el que se apoya gran parte de este
trabajo de investigacién, la MLPA serd descrita con detalle en el capitulo de material y
métodos. Es hecesario destacar que son muy pocas las publicaciones que han utilizado
MLPA en el estudio de los CECC 8% °. No obstante, esta téchica ha sido frecuentemente
utilizada en el diagnéstico de sindromes genéticos o estudios prenatales y en carcinomas

de colon 919293,

En la tabla VII exponemos, a modo de resumen, las principales caracteristicas

de las técnicas citogenéticas descritas.

Tabla VII.- Resumen de las principales caracteristicas de las técnicas citogenéticas descritas.

Citometria
flujo

Cariotipado

FISH

CGH

arrayCGH

SKY

MLPA

Desarrollo de la técnica

1980

1969

1980

1992

1997

1996

2002

Necesidad de cultivo
celular

Método de “screening”

Material en parafina

Deteccion alteraciones
no balanceadas

+/-

Deteccion alteraciones
balanceadas

++

Cuantificion de la
alteracion

+/-

++

++

Sensibilidad

+/-

++

++

+/-

++

Precisién

+/-

+/-

++

++

++

Necesidad de personal
especializado

++

++

++

++

Tiempo de realizacion

++

+++

+++

+++

++

Coste econémico

++

+++

+++

++

(-: no o mimino; +: si o bajo; ++: medio; +++: alto)
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IV- Modelo teérico

Los carcindgenos quimicos actlan sobre el ADN de las células epiteliales de la
VAS produciendo cambios en la estructura cromosémica y en el funcionamiento de los
genes. Los cambios son progresivos y se van acumulando en relacién con la dosis y la
intensidad con que actldan los carcinégenos y con la susceptibilidad genética del
individuo. La expresién de los genes alterados condiciona el comportamiento intrinseco
del fumor al producirse una expansion clonal dominante (Figura 7). Las cualidades que
definen la progresién tumoral (invasion y metdstasis) estdn determinadas en las
primeras fases de la carcinogénesis y se manifiestan cuando se produce un predominio

clonal de las células con dicha capacidad.

Fenotipo

Meoplasia intraepitelial Carcinoma invasivo Carcinoma metastasico

Genotipo
Invasidn  Metdstasiz
+d Zenes
Cromosoma

Figura 7. Esquema del modelo tedrico para el desarrollo y progresion del CECC.
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V- Hipétesis de trabajo

En base al modelo tedrico expuesto formulamos que:

1- Los agentes carcindgenos producen cambios genéticos progresivos que al superar un

umbral se manifiestan fenotipicamente como un CLF.
2- La aplicacién de técnicas genético-moleculares que permitiesen estudiar el genoma de
forma global podrian definir un perfil cromosémico y génico de estos mdltiples

cambios.

3- Este perfil podria ser utilizado como marcador prondstico de la enfermedad en

relacidn a su progresién metastdsica.

4- La definicién de un marcador de metdstasis facilitaria el tratamiento individual en

cada paciente de acuerdo con la capacidad invasiva y progresion de su tumor.
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VI- Objetivos

1- Describir los aspectos clinico-patoldgicos y citométricos mds importantes de la

muestra seleccionada.

2- Establecer un patrén de alteraciones cromosémicas de los CLF mediante CGH.

3- Determinar las alteraciones génicas en los tumores primarios y en sus

correspondientes metdstasis ganglionares por MLPA.

4- Relacionar las alteraciones cromosémicas y génicas encontradas con los datos clinico-

patolégicos y de seguimiento de los pacientes.

5- Proponer un modelo de alteraciones cromosdmicas y génicas que sirva de marcador

clinico para establecer la capacidad metastdsica en estos tumores.
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VII. Material y métodos

VII-1. Sujetos de estudio

En este trabajo estudiamos 56 pacientes de la zona minera de Langreo
(Asturias), diagnosticados por primera vez de CLF y tratados en el Hospital Valle del
Nalén que es centro de referencia de dicha comarca. Todos los pacientes fueron
intervenidos quirdrgicamente con fines curativos entre los afios 1993-1999 siguiendo el
protocolo habitual para este tipo de ftumores (extirpacién del tumor primario y
vaciamiento cérvico-ganglionar). Ningln paciente recibié tratamiento previo con quimio-
radioterapia. En todos los pacientes se constaté un historial clinico bien documentado
con diagnéstico histopatolégico de carcinoma escamoso. Para 48 de los 56 pacientes se
dispone también de un estudio con citometria de flujo. El seguimiento minimo fue de 45

meses o hasta la muerte del paciente.

VII-2. Recogida de muestras

Las muestras a estudiar proceden de 56 tumores primarios y de sus 26
correspondientes metdstasis ganglionares.

Las muestras de tumor primario fueron obtenidas de dos maneras:

1- Muestra en fresco. Se recogié durante la intervencién quirlrgica,

extrayendo una por paciente. La muestra tenia un tamafio minimo de 3 mm® y procedia de
una zona tumoral sin necrosis, evitando el tejido sano de los bordes, con el fin de
alcanzar un minimo del 70% de pureza en células fumorales. Una vez extraida se congeld
inmediatamente en hitrégeno liquido hasta que fue procesada.

2-_Muestra en parafina. Se obtuvo de los bloques de tejido parafinado una vez

procesada la pieza para su estudio histopatoldgico. Para determinar el tejido tumoral en
el bloque, se hizo un corte de 5 ym para tincién con hematoxilina-eosina que, observado
al microscopio éptico, permitié marcar la zona tumoral en el porta y seleccionarla en los
cortes posteriores, evitando la necrosis y los tejidos sanos peritumorales.

Las muestras de las metdstasis ganglionares proceden todas de material en
parafina.

Las muestras control necesarias para realizar la CGH proceden de tejido fresco
normal de mujeres donantes. Para las metafases normales de la CGH se empleé sangre
de donantes normales. Ambos tipos de material fueron facilitados por el Departamento
de Anatomia Patoldgica Cuantitativa del Centro Médico VUmc, Amsterdam (Holanda).

Para los experimentos de MLPA se utilizd, como control, muestras de sangre de
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donantes sanos facilitadas por el banco de sangre del Hospital Universitario Central de
Asturias.
En la tabla VIII exponemos el nimero de muestras recogidas segin su

procedencia y el tipo de estudio realizado.

Tabla VIII.- Procedencia y utilizacion de las muestras utilizadas en este estudio.

Origen muestra Control Control Tumor Metdastasis
(MLPA) (CGH) (CGH y MLPA) ganglionar (MLPA)
Sangre 7 (100%) 1 (25%)
Tejido fresco 3 (75%) 30 (53,6%) -
Tejido en parafina 26 (46,4%) 26 (100%)
Total 7 4 56 26

VII-3. Extraccién de ADN
Los protocolos de extraccién de ADN para todas las muestras se realizaron en
base al uso de columnas de afinidad (QTAamp®, QI Agen, Valencia, CA, USA).

VII-3.1. A partir de tejido fresco

Los tejidos de las muestras control para CGH y las muestras tumorales para
CGH y MLPA se descongelan a temperatura ambiente en una placa Petri y, con ayuda de
dos bisturis, se disgregan mecénicamente cortdndolos en pequefios fragmentos que son
depositados en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL.

A continuacidn se realiza el lisado afiadiendo 200 pL del tampdn de lisis ATL y
20 pL de proteinasa K (concentracion de almacenamiento: 10mg/mL). Se mezcla bien en
un agitador y se deja incubando a 56°C en una placa térmica con agitacién. Por la tarde
se vuelven a afiadir otros 20 pL de proteinasa K, se mezcla bien y se deja incubando a
56°C toda la noche.

A la mafiana siguiente se afiaden 200 L de tampén AL, se agita enérgicamente y
se incuba a 70°C durante 10 minutos. A continuacién se afiaden 200 pL de etanol absoluto
y se agita enérgicamente durante 15 segundos para precipitar el ADN. Posteriormente
se aplica el contenido del tfubo de microcentrifuga a una columna de afinidad (QTAamp®)
que se coloca en un tubo de recoleccion de 2 mL. La columna y el tubo de recoleccidn se

centrifugan durante 1 minuto a 8.000 rpm y el filtrado es eliminado. Posteriormente se
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procede a la purificacién del ADN afiadiendo sobre la columna 500 pL del fampén AW1,
centrifugando a 8.000 rpm durante 1 minuto. Tras eliminar el filtrado se continda con un
segundo lavado afiadiendo a la columna 500 pL del tampén AW2 y centrifugando a 14.000
rpm durante 3 minutos. Finalmente, se coloca la columna de afinidad en un nuevo tubo de
microcentrifuga y se afiaden 200 pL de agua destilada para eluir el ADN de la columna.
Se incuba durante 1 minuto y se centrifuga 1 minuto a 8.000 rpm.

La concentracién y la pureza del ADN obtenido se determinan midiendo su
absorbancia a 260 nm y a 280 nm en un espectrofotémetro. La absorbancia a 260 nm
nos indica la concentracién de ADN que tenemos en nuestra muestra y la relacién
A260/A280 el grado de pureza de la muestra. Se consideran aceptables purezas con
valores mayores de 1,5.

Mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% se puede comprobar que la

extraccion de ADN ha sido correctay que no hay presencia de ARN.

VII-3.2. A partir de tejido en parafina

En las muestras tumorales y en las de los ganglios linfdticos con metdstasis se
obtienen 3 cortes de 50 pm. También se hace un corte de 5 pm que se ftifie con
hematoxilina-eosina con el fin de observar la muestra al microscopio éptico para
seleccionar la zona tumoral mds pura, evitando contaminaciones por zonas necréticas o
tejido sano. Segln esta seleccidn se realiza la microdiseccion en los tres portas de 50
pm, recogiendo el material en un tubo de microcentrifuga. Para el desparafinado del
tejido, se incuba la muestra en 1 mL de xileno a 55°C durante 10 minutos, centrifugando
a 14.000 rpm otros 10 minutos para eliminar los restos de parafina. Repetimos dos veces
mds la incubacién con xileno y a continuacién afiadimos 1 mL de metanol, incubando la
muestra 5 minutos a tfemperatura ambiente. Posteriormente, centrifugamos a mdxima
velocidad y decantamos el sobrenadante. Afiadimos 1 mL de etanol absoluto, agitamos
bien y centrifugamos a mdxima velocidad otros 5 minutos. Tras decantar el
sobrenadante, dejamos secar al aire el fejido depositado en el fondo del tubo de
microcentrifuga.

A continuacién se afiade 1 mL de tiocianato sédico, IM para limpiar el ADN vy,
tras mezclar bien en un agitador, se deja incubando toda la noche a 37°C en una placa
térmica con agitacion. A la mafiana siguiente se centrifugan los tubos durante 5 minutos
a mdxima velocidad y se decanta el sobrenadante. Seguidamente se afiade 1 mL de PBS
para lavar y eliminar los restos de tiocianato sédico de los tubos, se mezcla bien, se

centrifuga y se decanta el sobrenadante. Tras repetir una vez mds este lavado con PBS,
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los tubos son centrifugados de nuevo para retirar todo el posible PBS que quedara
retenido en el tejido.

Una vez limpia y desparafinada la muestra, se realiza el lisado afiadiendo 200 pL
del tampén de lisis ATL y 20 pL de proteinasa K (concentracién de almacenamiento:
10mg/mL). Se mezcla bien en un agitador y se deja incubando a 56°C en una placa
térmica con agitacién. Por la tarde se vuelven a afiadir otros 20 pL de proteinasa K, se
mezcla bien y se deja incubando a 56°C toda la noche. Durante los dos dias siguientes se
afiade de nuevo proteinasa K por la mafiana y tarde.

Tras los tres dias de lisis con el tampén ATL y la proteinasa K, se afiaden 200 pL
de tampén AL, se agita enérgicamente y se incuba a 70°C durante 10 minutos. El resto
del protocolo seria igual al descrito para muestras en fresco a partir del paso de

precipitacion del ADN (ver aparatado VII-3.1).

VII-3.3. A partir de sangre periférica

El ADN control para MLPA fue obtenido a partir de sangre periférica de
donantes citogenéticamente sanos. La extraccién de ADN de sangre no requiere
disgregacion (mecdnica y/o enzimdtica) ni desparafinacion.

En un tubo de microcentrifuga se afiaden 200 pL de sangre y se procede al
lisado de las células mediante la adicién de 200 pL del tampén de lisis ATL y 20 plL de
proteinasa K incubando las muestras a 56°C durante dos horas. A continuacién se afiaden
200 pL de tampdn AL, se agita enérgicamente y se incuba a 70°C durante 10 minutos. El
resto del protocolo seria igual al descrito para muestras en fresco a partir del paso de

precipitacion del ADN (ver aparatado VII-3.1).

VII-4. Preparacion de metafases normales

Las metafases se obtienen de sangre periférica de donantes citogenéticamente
normales. La sangre se recoge en un tubo estéril con heparina. En un frasco de cultivo se
deposita 1 mL de sangre y 9 mL de medio de cultivo compuesto por RPMI 1640,
penicilina/estreptomicina 100X, 20 % de suero bovino fetal y fitohemaglutinina (0,1
ug/mL). Tras un cultivo de 72 horas a 37°C, se afiade 0,1 pl/mL de colchicina para
detener la divisién celular en metafase. Se incuba la mezcla durante 20 minutos a 37°C,
seguido de un choque hipotdnico con 5 mL de solucidn de KCI 0,075 M, volviendo a
incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se fijan las células
afiadiendo la soluciéh de metanol/acético en proporcion 3:1, gota a gota, agitando

suavemente. Tras repetidos lavados con esta solucidn se dejan caer, sobre portaobjetos
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lavados con etanol, dos gotas de la suspensién celular fijada para que se rompa la
membrana citoplasmdtica de las células en metafase y los cromosomas se extiendan en el
porta. Inmediatamente se lava el portaobjetos con la solucién de metanol/acético y se
dejan envejecer durante dos dias a temperatura ambiente. Los portas con las metafases

normales se almacenan a -70°C hasta el momento de ser utilizados.

VII-5. Técnica de CGH

El ADN de la muestra tumoral y control se marca mediante "nick translation”.
Esta técnica permite obtener fragmentos de ADN de la muestra tumoral y control con la
incorporacién de nucledtidos marcados que podrdn ser detectados posteriormente
mediante una prueba inmunoquimica. EL ADN tumoral se marca con biotina-11-dUTP y el
ADN control con digoxigenina 16-dUTP. Posteriormente se comprueba mediante
electroforesis en gel de agarosa que los fragmentos obtenidos poseen entre 500 y 1500
pb, tamafio necesario para poder hibridar fdcilmente con las metafases normales.

El ADN control y el tumoral marcados se precipitan en igual cantidad (200-300
ng de cada ADN) y se mezclan con ADN ho marcado Human Cot-1. La funcién de este
reactivo es bloquear las secuencias repetitivas presentes en regiones pericentroméricas
y heterocromdticas del genoma de células eucariotas, evitando la unién del ADN marcado
y la aparicién de sefiales de fluorescencia erréneas que pudieran falsear los resultados.
Todos estos elementos se resuspenden en una solucién de hibridacién compuesta por
50% de formamida desionizada y 10% de dextrdn-sulfato en 2x SSC y se desnaturalizan
incubando a 80°C durante 10 minutos. Por separado, se desnaturaliza también el porta
con metafases normales en un bafio de agua, incubdndolo 6 minutos en un vaso “coplin”
que contiene una solucién de 70% de formamida y 2x SSC. Finalmente, las sondas de
ADN normal y tumoral se afiaden sobre el porta con metafases normales y se dejan
hibridando durante 3 dias a 37°C, compitiendo ambos ADNs para unirse a los
cromosomas de las metafases normales.

Tras la hibridacién se realizan una serie de lavados sobre el porta, tres veces
con 0.1x SSC, para eliminar el exceso de sonda no hibridada. A continuacién se afiaden
los anticuerpos dirigidos frente a los nucleétidos marcados que llevan incorporados los
fluorocromos avidina-FITC (sefial verde) que revelard la biotina-11-dUTP del ADN
tumoral y anti-digoxigenina-sheep-TRITC (sefial roja) que se une a la digoxigenina 16-
dUTP incorporada en el ADN control. Se realiza también una contratincién de las
metafases con DAPT (4,6-diamino-2-fenilindol), para obtener un patrén de bandas que

permita reconocer y cariotipar los cromosomas.
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El dltimo paso del proceso es la adquisicion y el andlisis de las imdgenes a
través de un microscopio de fluorescencia dotado con filtros especificos de emision y
excitacién para FITC, TRITC y DAPI. Las imdgenes se adquieren mediante una cdmara
CCD de alta sensibilidad conectada a un ordenador. Para cada muestra se capturan al
menos 12 metafases que muestren los cromosomas bien extendidos, sin excesivos
solapamientos y con un patrén de bandas suficientemente nitido para permitir su
identificacién. Por cada metafase se capturan tres imdgenes, una con DAPI para el
cariotipado de los cromosomas y otras dos con FITC y TRITC que representan la
hibridacién del ADN tumoral y normal sobre las metafases normales. Mediante un
programa informdtico (Cytovision 3.5, Applied Imaging System, Newcastle upon Tyne,
UK) se realiza y controla el cariotipo de la metafase y se cuantifica la relacién de
fluorescencia verde/roja a lo largo de cada cromosoma (media e intervalo de confianza
del 95%), que se representa en un idiograma denominado cariotipado del nimero relativo
de copias (“relative copy number karyotype"). Un valor de 1 para dicha relacién de
fluorescencia indica que no existen ganancias ni pérdidas de material genético, un valor <

1 indica pérdida, > 1 ganancia 'y > 1,5 amplificacién (Figura 4).

VII-6. Técnica de MLPA

Para los experimentos de MLPA se utilizé ADN control procedente de sangre de
sujetos sanos y ADN de los tumores primarios y sus correspondientes metdstasis
ganglionares. Los ADNs fueron extraidos segln los protocolos anteriormente citados
(apartado VII-3).

En cada experimento se prepararon un minimo de 8 muestras, incluyendo
siempre una muestra con ADN control. Todas las muestras se procesaron al menos dos

veces en distintos experimentos.

VII-6.1. Tipos de sondas

Se empleé la mezcla de sondas "SALSA P084 HNSCC-1", junto con sus
correspondientes ftampones y enzimas (MRC-Holland, Amsterdam, Holanda). Esta
"SALSA P084" incluye 42 sondas de genes descritos en la bibliografia como genes
implicados en el desarrollo del CECC (Tabla IX y Anexo IV).

Cada una de las 42 sondas estd formada por dos oligonucleétidos, uno sintético y
otro derivado del vector M13 (figura 8a). El oligonucledtido sintético estd formado por
un “primer” en el extremo 5' de 19 nucledtidos (“primer” Y) y por una secuencia de

hibridacién de 21-30 nucleétidos que se unird a la muestra de ADN (Figura 8a). El
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oligonucleétido derivado del vector M13 tiene un tamafio diferente en cada sonda, que
varia gracias a una secuencia de relleno ("stuffer sequence") de diferentes tamafios que
se intercala entre el "primer" de 36 nucledtidos situado en el extremo 3' (“primer” X)y
la secuencia de hibridacién de 25-43 nucledtidos que se unird a la muestra de ADN.

La mezcla de sondas de "SALSA P084" contiene también sondas de control
interno. En la amplificacién por PCR estas sondas control generan productos mds
pequefios que los amplificados por las 42 sondas de genes. El control interno determina
si la calidad y la concentracion del ADN de la muestra son las necesarias para obtener un
resultado éptimo. El control interno estd formado por dos tipos de sondas:

1- Cuatro fragmentos de ADN que generan productos amplificados de 64, 70,
76y 82 pb, incluso si se omite el proceso de ligacién.

2- Un producto de amplificacién de 94 pb dependiente del proceso de ligacién y
del ADN de la muestra.

El tamafio de los cuatro picos del control interno (64-82 pb), una vez
amplificados por PCR, depende de la cantidad de ADN de la muestra. Serdn dificilmente
visibles si el ADN es >100 ng y tendrdn un tamaiio menor que el fragmento amplificado
de 94 pb si la cantidad de ADN es de 50 ng aproximadamente. Si estos 4 fragmentos
tienen un tamafio similar o mayor que el fragmento de 94 pb y los productos de PCR de
130-482 pb, significa que la reaccién de ligacion ha fallado o que la cantidad de ADN es
escasa y los resultados obtenidos no tienen validez. El tamafio del pico de 94 pb debe ser
similar al obtenido por los productos amplificados de las sondas de genes y nos sirve de

control para saber que el experimento ha sido satisfactorio.

VII-6.2. Pasos del experimento

El primer dia del experimento, el ADN previamente extraido de cada muestra
(100-200 ng) (apartado VII-3) se desnaturaliza en un termociclador, aplicando un ciclo
de 5 minutos a 98°C y enfriando posteriormente a 25°C. Se mezcla el ADN
desnaturalizado con las 42 sondas de "SALSA P048" y su correspondiente tampdn de
hibridacién y se coloca, de nuevo, en el termociclador en un ciclo dnico de un minuto a
95°C y 16 horas a 60°C para que las sondas hibriden sobre el ADN de la muestra.
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Tabla IX. Descripcion de las 42 sondas de la SALSA P048. Longitud de los fragmentos, nombre de los genes,
posicion y localizacion cromosomica.

Longitud Gen crom::;::z: (kb) cromosoma
472 NRAS 01-1141 01p13.2
283 LMNA 01-151.9 01q21.2
256 ILIA 02-111.4 02q14
220 TANK 02-160.6 02q24
154 MLHI 03-036.3 03p22.1
337 MLH? 03-036.3 03p22.1
454 CTNNBI 03-040.5 03p22
166 CASP6 04-110.9 044925
373 Iz 04-123.7 04q26
481 MFHAS1 08-008.7 08p23.1
130 CTSB 08-011.7 08p22
184 N33 08-015.5 08p22
445 PTP4A3 08-142 .4 08q24.3
418 RECQL4 08-145.8 08q24.3
202 CDKNZA 09-022.2 09p21
364 AI651963 10-010.9 10p14
463 RENTZ 10-012.0 10p14
136 CREM 10-035.2 10p12.1
292 CCNDI 11-071.1 11913
229 EMs? 11-071.8 11913
310 IL18 11-1135 11923.1
238 I6S5F4 11-116.7 11923
355 BRCAZ 13-026.9 13q12.3
328 RB1 13-043.0 13q14.2
148 DLEUI 13-044.9 13q14.3
400 IGFIR 15-093.2 15926
301 TP53 (exdn 8) 17-008.3 17p13.1
346 TP53 (exdn 9) 17-008.3 17p13.1
391 TP53 (exén 10) 17-008.3 17p13.1
409 TP53 (exén 11) 17-008.3 17p13.1
142 ERBB2 17-039.9 17q21.1
319 COHZ2 18-025.4 18q11.2
436 MADHZ 18-045.3 18q21.1
274 Bclz 18-060.9 18q21.2
247 STK11 19-001.1 19p13.3
265 COKN2D 19-010.9 19p13
160 BclalLi 20-030.0 20q11.1
427 PTPNI 20-048.9 20q13.1
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Figura 8. a) Esquema de las dos partes que conforman una sonda de MLPA. b) Representacion de los pasos de
hibridacién y ligacion en MLPA.

El segundo dia se procede a la ligacion de los dos oligonucleétidos de las 42
sondas que han hibridado sobre el ADN (Figura 8b). Para ello, se afiade al tubo de PCR la
mezcla de ligacién con el enzima ligasa y su tampén y se coloca de nuevo en el
termociclador 15 minutos a 54°C, seguido de 5 minutos a 98°C, y posterior enfriamiento
a 25°C. Una vez ligados los moldes de las 42 regiones, se procede a preparar la mezcla
de tampén y los "primers” para la PCR, el tampédn del enzima de dilucién y la polimerasa
para la amplificacion de las 42 sondas. Todas las sondas ligadas poseen las mismas
secuencias en sus extremos, permitiendo su amplificacién simultdnea por PCR utilizando
sélo un par de "primers". Los oligonucledtidos no ligados al ADN de la muestra no serdn
amplificados por PCR y, por tanto, no precisan ser eliminados.

Una vez afiadidos los “primers”, se colocan de nuevo las muestras en el
termociclador y se corre el programa de PCR aplicando 1 minuto a 60°C, 33 ciclos con
tres pasos cada ciclo de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C y 60 segundos a 72°C,
y enfriando finalmente a 4°C. Las muestras son almacenadas a 4°C hasta realizar el

andlisis de fragmentos.
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Cada sonda da lugar a un producto de amplificacién de tamafio Unico de entre
130 a 482 pb debido a la diferencia en tamafio de la secuencia relleno. Los productos
amplificados de las 42 sondas se analizan mediante electroforesis capilar (Figura 9).
Para ello mezclamos 2 uL del producto de amplificacion con 10 uL de formamiday 0,5 uL
de marcador interno. La mezcla se desnaturaliza por calor y se somete a electroforesis
capilar en un equipo “"ABI Prism 3100" (Applied Biosystems, Warrington, UK). Los
capilares estdn rellenos de un polimero que ofrece dificultad a la migracion permitiendo
separar los fragmentos por su tamafio, corriendo los fragmentos mds pequefios mds
rdpido que los grandes. Al final del recorrido hay un ldser y un sistema de captura de la
sefial de fluorescencia que permite detectar los distintos productos. Estos productos
finales serdn analizados con el software “GeneScan v3.7" (Applied Biosystems,
Warrington, UK), que permite determinar su tamafio por interpolacién con distintos
fragmentos de tamafio conocido del marcador interno y cuantificar cada producto en
funcidn de la intensidad de fluorescencia. Cada sonda vendrd representada por uh pico.
La sefial relativa de cada sonda se define dividiendo la medida del drea de cada pico

entre la suma de todas las dreas de todos los picos de sondas de una muestra.
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Figura 9. Representacion de los 42 productos amplificados por PCR y analizados por electroforesis capilar para
una muestra de CLF. El pico de la izquierda representa el control interno de 94 pb; mas a su izquierda, y casi no
visibles, estan los 4 picos de control interno de 64, 70, 76 y 82 pb que confirman la alta calidad del ADN de la
muestra y del experimento.
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VII-6.3. Interpretacion de datos

Para definir la existencia de uha ganancia o una pérdida de material génico en
cada una de las 42 sondas de una muestra hay que normalizar los datos obtenidos. Para
ello se calcula la mediana, la desviacién estdndar y el valor minimo y mdximo para las
muestras control y para cada una de las muestras de fumor primario y de metdstasis
ganglionar. La relacién entre el valor del tumor y el control se calcula aplicando las

siguientes férmulas:

1) Relacién minima = cociente entre el valor minimo del fumor y el valor mdximo del
control
2) Relacién mdxima = cociente entre el valor mdximo del tfumor y el valor minimo
del control
3) Relacidn tumor/control = Media de la relacién minima y la relacién mdxima
4) Desviacién estdndar de la relacién tumor/control = diferencia entre la relacién

tumor/control y la relacién minima
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Figura 10. Diagrama de barras del resultado final obtenido por MLPA para una muestra de un CLF. Las barras
en gris representan la relacion tumor/control normalizada para cada sonda. Las lineas en negro sobre cada barra
representan su desviacion estandar.
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Con este andlisis hormalizado se obtiene un diagrama de barras de las 42 sondas

estudiadas en el ADN tumoral (Figura 10). Cuando la relacion tumor/control es mayor de
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1,2 y la desviacién estdndar es >1 se interpreta como ganancia, si es menor de 0,8 y la

desviacion estdndar es <1 se interpreta como pérdida.

VII-7. Descripcion de las variables

1) Las variables clinico-patoldgicas seleccionadas y estudiadas fueron las

siguientes:
- Edad (afios).
- Localizacién tumoral: faringe (orofaringe e hipofaringe) y laringe
(supraglotis y glotis).
- 6rado de diferenciacién histoldgico: bien, moderado y poco.
- Estadio tumoral (pTNM): I, IT, III, IV; agrupados como estadios
precoces (I-IT)y avanzados (III-IV).
- Ganglios linfdticos cervicales: Ng (sin metdstasis) y N+ (con metdstasis).
- Radioterapia tras la intervencién quirdrgica.
- Tiempo de seguimiento (meses).
- Evolucion de la enfermedad: sin tumor, con recidiva loco-regional y/o
metdstasis a distancia, con segundo tumor primario.
- Situacidén del paciente: vivo, fallecido por tumor (recidiva, metdstasis) o
por otras causas (segundo primario, enfermedad intercurrente,
postoperatorio...)

2) Las variables citométricas estudiadas fueron:

- Contenido e indice de ADN: diploide igual a 1y aneuploide mayor o menor a 1.

- Porcentaje de células en fase S: baja para dipliodes con fase S < 10% o
aneuploides con fase S < 20% vy alta para dipliodes con fase S > 10% o aneuploides con
fase 5> 20%.

3) Las variables cromosémicas definidas por CGH fueron la pérdida, ganancia o
amplificacién de un cromosoma completo, un brazo o una regién. Un valor de 1 para la
relacién de fluorescencia verde/roja seria normal, un valor < 1 indicaria pérdidas, > 1
ganancia y > 1,5 amplificacién. También se estudié la variable pérdida de un brazo
completo de un cromosoma como indicacién de la formacién de isocromosomas.

4) Las variables génicas estudiadas por MLPA fueron la pérdida o ganancia de un
determinado gen. La relacién tumor/control se interpreta como ganancia si es mayor de
1,2 y su desviacion estdndar es >1 y como pérdida si es menor de 0,8 y la desviacién

estdndar es <1.
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VII-8. Andlisis estadistico

Las ganancias y pérdidas obtenidas por C6H y MLPA, asi como las variables
clinico-patoldgicas y citométricas han sido analizadas estadisticamente mediante el
programa informdtico SPSS ("Statistical Package for Social Science"), versién 12.0 para
Windows (SPSS® Inc. Illinois, EE.UU).

La asociacién de caracteres cualitativos se llevé a cabo mediante la prueba de
correlacién y? de Pearson o la prueba del estadistico exacto de Fisher. El nivel de
significacién se fijé para una p <0.05. Las diferencias de caracteres cualitativos se
calculé mediante la comparacién de medias aplicando la prueba T para muestras
independientes y el test de cambios de McNemar con la correccién de Yates para
evaluar las diferencias entre un ftumor primario y su correspondiente metdstasis
ganglionar. El nivel de significacién se establecié para una p<0.05.

Para estimar la supervivencia se utilizaron las curvas Kaplan-Meier, comparando
las distribuciones de supervivencia mediante la Prueba del Logaritmo del Rango « Log-

Rank Test ». Los valores con una p <0.05 fueron considerados significativos.

VII-9. Bisqueda bibliogafica

Utilizando la base de datos de la "National Library of Medicine" y seleccionando
los términos cientificos relacionados con este trabajo se tuvo acceso a revisiones y
articulos de investigacién relacionados con los CLF 'y los CECC
(www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi).

Asi mismo, la base de datos "Online Mendelian Inheritance in Man" (OMIM) se
utilizé para la blsqueda de las regiones cromosdémicas y genes alterados en estos
tumores.

(www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIMé&cmd=Limits).

VII.10- Reactivos empleados

En la tabla X se describen los reactivos utilizados en los distintos protocolos

segln su orden de aparicion.
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Tabla X. Reactivos empleados en las técnicas de laboratorio.

Producto Técnica - Paso Concentr. Casa. Referencias
comercial
Proteinasa K Extraccion de ADN 200 pg Roche www.qiagen.com
Xileno Extraccion .de ADN- NA Merck W\A{w.glagen;cogr:
parafina , bibliografia
Etanol absoluto Extraccién de ADN NA Merck www.giagen.com
RPMT 1640 Preparacicn NA Gibco bibliografia®®
metafases
Penicilina/estreptomicina Preparacidn 100X Gibco bibliografia®
metafases
Suero bovino fetal Preparacicn 20% Gibco bibliografia®
metafases
Fitohemaglutinina (PHA) Preparacion 15% Gibco bibliografia®
metafases
- Preparacidn . . . 95
Colchicina metafases 0.1 pl/mL Sigma bibliografia
Kcl Preparacidn 0,075 M Merck bibliografia®
metafases
Metanol Preparacidn NA Merck bibliografia®
metafases
Acido acético glaciar Preparacicn NA Merck bibliografia®
metafases
Biotina-11-dUTP CoH- 1 nmol/uL Roche bibliografia®®
Nick translation
Digoxigenina-16-dUTP CCH- 1 nmol/uL Roche bibliografia®®
Nick translation
dATP, dCTP, dGTP, dTTP . CEH- . 0.2mM Roche bibliografia®*®
Nick translation
DNA polymerasa /DNAsa CCH- % Gibco bibliografia®®
Nick translation
CGH- ; e ¢ 9495
DNAsa I Nick translation v Gibco bibliografia
ADN Human Cot-1 CGH-precipitacién v Roche bibliografia®**°
Formamida desionizada CGH-‘des.nIa- NA Merck bibliografia®**°
turalizacion
Dextrdn-sulfato CGH-‘desr.l?- NA Merck bibliografia®*°
turalizacion
ZOx SSC: 0.3M cnl‘rr.afo C.GH-.c'lesnaTur'a- NA Merck bibliografia®*?
sodico; 3M cloruro sédico lizacién-lavados
Avidina-FITC CGH-revelado 12,5 Sigma bibliografia®®
ug/mL
Anti-digoxigenina-sheep- . /94,95
TRITC CGH-revelado 4, ug/mL Roche bibliografia
DAPT CGH- contratincién | 350 ng/mL Sigma bibliografia®
“SALSA P084 HNSCC-1" MLPA NA MRC- www.mlpa.com
Holland

(NA= no aplicable; V= variable)
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VIII- Resultados

VIII-1. Clinico-patolégicos

Se dispone de un historial clinico completo de los 56 pacientes estudiados.
Estas variables no tratan de definir los aspectos generales de los CLF, sino las
caracteristicas de los sujetos seleccionados para ver si se ajustan o desvian de lo
esperado en este tipo de tumores. También tienen interés para establecer correlaciones
con el resto de las variables (citométricas, cromosdmicas y génicas), obtenidas por
medio de las técnicas citogenéticas utilizadas. A continuacién, se detallan aquellos datos
clinico-patoldgicos con mayor trascendencia.

Todos los pacientes estudiados eran varones. El 58% han trabajado en la mina o
en la industria metallrgica o quimica y todos consumian habitualmente tabaco y alcohol.

La edad media fue de 63 afios, con un rango de 44-80 afios. Se estudiaron 34
tumores de laringe y 22 de faringe, cuya localizacion y edad media se expone en la tabla
XI.

Tabla XI. Localizacién tumoral y edad de los 56 pacientes estudiados.

Localizacién (%) Edad media (rango)
Laringe Supraglotis 19 (34) 65 (48-77)
(n= 34) Glotis * 15(26) 60,5 (43-80)
Faringe Orofaringe 11(20) 58 (44-72)
(n= 22) Hipofaringe 11(20) 61,5 (50-74)

* Incluye gléticos, transgléticos y subgléticos

Todos los pacientes tenian un diagndstico histopatoldgico de carcinoma
escamoso, siendo el grado histolégico mds frecuente el moderadamente diferenciado
(28 casos; 50%), seguido del bien diferenciado (17 casos; 30,4%) y, finalmente, el
pobremente diferenciado (11 casos; 19,6%).

En el estadio tumoral (pTNM) se observé un predominio de estadios avanzados
(III-IV) (34 pacientes, 61%), frente a estadios precoces (I-II) ( 22 pacientes, 39%).

La presencia de ganglios linfaticos cervicales con metdstasis constatadas en el
estudio histopatoldgico (categoria N+) se observé en 26 (46%), de los cuales 4
pertenecian al estadio IIT y 22 al estadio IV. Ningln paciente presenté metdstasis a
distancia en el momento del diagndstico.

La radioterapia complementaria postoperatoria se indicé en 21 pacientes (37%).
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Todos los datos clinico-patolégicos anteriormente mencionados se exponen con

detalle, de acuerdo a su localizacidn, en la tabla XII.

El tiempo medio de seguimiento fue de 45 meses o hasta la muerte del paciente
(rango de 0-100 meses). La evolucion de la enfermedad al final del seguimiento se
expone en la tabla XIII. Es de destacar que los tumores de faringe presentan mayor

riesgo de recidivas loco-regionales (50%) que los de laringe (21%).

La supervivencia al final del estudio fue del 30% (17 pacientes), siendo la causa
principal de mortalidad las recidivas loco-regionales (32%) y los segundos tumores
primarios (13%). En la tabla XIII se especifican las causas de mortalidad en relacién con

las localizaciones tumorales.

Tabla XII. Estadificacion, grado histoldgico, ganglios linfaticos cervicales y radioterapia post-operatoria segun su
localizacién tumoral.

Laringe Faringe
(n= 34) (n= 22) (n= 56)
Supraglotis Glotis * | Total | Orofaringe Hipofaringe | Total TOTAL
(%) (%) (%)
Estadio
I 5 3 8 (24) 1 0 1(5) 9 (16)
II 7 4 11 (32) 1 1 2(9) 13 (23)
III 1 3 4 (12) 3 2 5(23) 9 (16)
IV 6 5 11 (32) 6 8 14 (64) | 25 (45)
6rado
histolégico
Pobre 2 5 (15) 4 2 6 (27) 11 (20)
Moderado 1 7 18 (53) 5 5 10 (46) | 28 (50)
Bien 5 6 11 (32) 2 4 6 (27) 17 (30)
Ganglios
linfaticos
Negativos (No) 12 10 22 (65) 4 4 8 (36) 30 (54)
Positivos (N+) 7 5 12 (35) 7 7 14 (64) | 26 (46)
Radioterapia
postoperatoria
No 14 8 22 (65) 6 7 13 (59) | 35(63)
Si 5 7 12 (35) 5 4 9 (41) 21 (37)

* Incluye gléticos, transgléticos y subgléticos
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Tabla XIII. Evolucion de la enfermedad y situacion del paciente al final del seguimiento, segtin su localizacion

tumoral.
Laringe Faringe
(n= 34) (n= 22) (n= 56)
Total Total, | TOTAL
Supraglotis Glotis * o+ | Orofaringe Hipofaringe oy on
Preg (%) ge Theoraringe | ) | )
Evolucién
enfermedad
Sin tumor 13 7 20 (59) 3 2 5(23) | 25 (45)
Recidiva loco-
regional 3 4 7 (21) 4 7 11 (50) | 18 (32)
Metdstasis
distancin 2 1 3(09) 1 2 3(14) | 6(11)
Segundo primario 1 3 4 (12) 3 0 3(14) | 7 (13)**
Situacién
paciente
vivo 8 6 14 (41) 1 2 3(14) | 17 (30)
t Recidiva loco-
regiond 3 4 7 (21) 4 7 11(50) | 18 (32)
tMetdstasis
distancia 2 1 3(9) 1 2 3(14) | 6@
tSegundo
primario 1 3 4 (12) 3 0 3(14) 7 (13)
tEnfer.
intercurrente 3 ! 4 (12) 0 0 0 4
tPostoperatorio 2 0 2 (6) 2 0 2(9) 4(7)

* Incluye gléticos, transgléticos y subgléticos. ** Segundos primarios: 3 pulmén, 1 trdquea, 1 hipofaringe, 1
orofaringe y 1 colon. t: muerte por. Enfer.: enfermedad

El estadio tumoral pTNM y los ganglios linfdticos metastdticos (N+) mostraron

una correlacién inversa estadisticamente significativa con la supervivencia, con una peor

supervivencia a mayor estadio y positividad de los ganglios linfaticos (Figuras 11y 12).
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Figura 11. Curva Kaplan-Meier para la variable estadificacion, agrupando en estadios precoces (I y Il) y
avanzados (lIl'y IV).
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Figura 12. Curva Kaplan-Meier para la variable ganglios linfaticos con metastasis (N+) y sin metastasis (No).

VIII-2. Citométricos
Los datos de citometria de flujo se obtuvieron en 48 tumores primarios
(85,7%) de los 56 pacientes estudiados. En los ocho pacientes restantes (14,3%) no se

pudo hacer una interpretacién citométrica adecuada por deterioro de las muestras.
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En relacién a la ploidia, se observé un predominio de los casos aneuploides
(63%) frente a los diploides (37%). En los 30 tfumores aneuploides el indice de ADN
medio fue 1,7 (rango de 1,4-3,0) y la fase S fue alta en 11 casos y baja en 19. Los
tumores diploides presentaron fase S alta en 7 casos y baja en 11. La localizacidn
faringea presenté mds aneuploidia, pero sus valores de fase S fueron mds bajos. En la

tabla XIV se resumen estas variables citométricas.

Tabla XIV. Datos de citometria de flujo segun su localizacién tumoral.

Laringe Faringe
Tumores (n= 28) (n= 20) (n= 48)
primarios Supraglotis  Glotis* | Total, | Orofaringe Hipofaringe | Total, | TOTAL,
(%) (%) (%)
Contenido de
ADN
Diploide 6 7 13 (46) 3 2 5(25) | 18 (37)
Aneuploide 10 5 15 (54) 6 9 15 (75) | 30 (63)
Fase S
Baja 9 6 15 (54) 8 7 15 (75) | 30 (63)
Alta 7 6 13 (46) 1 4 5(25) | 18 (37)

* Incluye gléticos, transgléticos y subgléticos

En los ganglios linfaticos con metdstasis (n= 26; Tabla XII) obtuvimos datos
citométricos en 11 pacientes (42%), de los que 8 eran aneuploides (72,7%) y 3 diploides
(27,3%). El indice de ADN medio en los casos aneuploides fue 1,8 (rango de 1,5-3,3).
Tres casos presentaron fase S alta, otros tres fase baja, no pudiendo ser evaluada en
los dos restantes. Los tres pacientes con metdstasis ganglionares diploides presentaron
valores de fase S alta en dos casos y el caso restante tenia fase S baja. En la tabla XV
se detallan las variables citométricas para los ganglios linfdticos con metdstasis segin su

localizacién tumoral.

Tanto en los tumores primarios como en las metdstasis ganglionares no se
observé ninguna correlacién estadisticamente significativa entre las variables
citométricas y los pardmetros clinico-patoldgicos estudiados. Asi mismo, ninguna de las
variables citométricas estudiadas guarda correlacién con la supervivencia de los
pacientes. Como ejemplo, en la figura 13 se representa la curva de supervivencia para el
contenido de ADN.
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Tabla XV. Datos de citometria de flujo en los ganglios linfaticos con metastasis segun su localizacion tumoral.

Ganglios Laringe Faringe
linfaticos (n= 4) (n=7) (n= 11)
Supraglotis  Glotis* | Total, | Orofaringe Hipofaringe | Total, | TOTAL,
(%) (%) (%)
Contenido de
ADN
Diploide 0 1 1(25) 1 1 2 (29) | 3 (27)
Aneuploide 2 1 3 (75) 5 (72) 8 (73)
Fase S
Baja 1 0 1(25) 2 1 3 (43) | 4 (36)
Alta 0 2 2 (50) 1 2 3 (43) | 5(46)

* Incluye gléticos, transgléticos y subgléticos
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Figura 13. Curva Kaplan-Meier para la variable contenido de ADN de los tumores primarios estudiados.

VIII-3- Cromosdmicos

VIII-3.1 Alteraciones cromosémicas

Se estudiaron por CGH las alteraciones cromosémicas de 56 tumores primarios.

El nimero medio de estas alteraciones fue 19,5 por caso (rango de 1-34), siendo mds

frecuentes las ganancias que las pérdidas. Las alteraciones de un cromosoma completo

fueron escasas, sin embargo, las asociadas a un brazo cromosémico completo fueron mds

frecuentes, representando mds del 36% de los cambios observados. En la figura 14 se
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resumen todas las alteraciones cromosémicas detectadas. En el anexo I se indica la

nomenclatura utilizada para definir cada regién cromosémica segun su patrén de bandas.

Ganancias

Son las alteraciones cromosémicas mds frecuentes, con una media por caso de
111 (rango de 1-23). Las regiones cromosdmicas con mayor nimero de ganancias
aparecen reflejadas en la tabla XVI.

Los brazos cromosémicos completos con mds alteraciones en ganancias fueron
el 3q (32 casos, 57%), 8q (21 casos, 38%), 5q (19 casos, 34%), 18p (12 casos, 21%), 17q
(10 casos, 18%), 7p (7 casos, 13%), 1q y 9q (6 casos, 11%) y el 20p (5 casos, 9%) (Figura
14).

Los cromosomas completos que presentaron con mayor frecuencia ganancias
fueron el 20 (8 casos, 14%), 22 (7 casos, 13%), 17 (5 casos, 9%), 7 y el 9 (4 casos, 7%)
(Figura 14).

Tabla XVI. Regiones cromosomicas con ganancias mas frecuentes en los 56 tumores primarios.

Ganancias Casos (%)
3q25-27 48 (86)
7q21-31 38 (68)
8qll-qter 34 (61)
5p12-14 30 (54)
11q11-13 28 (50)
2q24-32 24 (43)
12p11-12 24 (43)
17q11-23 23 (41)
6q12-15 21 (38)
4q12-13 20 (36)
18pll-pter 20 (36)
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Figura 14. Alteraciones cromosémicas detectadas por CGH en los 56 tumores primarios. A la derecha de cada
cromosoma las barras indican las ganancias y a la izquierda las pérdidas. Las amplificaciones se representan
con barras mas gruesas.
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Amplificaciones
En 35 tumores primarios (62,5%) se detectaron 64 amplificaciones. En la tabla

XVII se representan las regiones cromosémicas con mayor nimero de amplificaciones.

Tabla XVII. Regiones cromosdmicas con amplificaciones mas frecuentes en los 56 tumores primarios.

Amplificaciones Casos (%)

3q26-qter 20 (35)
11q13 7 (13)
1122 5 (9)
3q12-13 5 (9)
18p11.3 5 (9)
18q11.2 5 (9)
8q24.3 3(5)
1p31 2 (4)
2q32-33 2 (4)
4q11-13 2 (4)
5p11-14 2 (4)
8pll 2 (4)
13q33-34 2(4)
22q13 2 (4)

Pérdidas

La media de pérdidas por caso fue 8,4 (rango de 0-20). Las regiones
cromosdémicas con mayor nimero de pérdidas aparecen reflejadas en la tabla XVIII.

Los brazos cromosdmicos completos con alteraciones mds abundantes en
pérdidas fueron el 3p (27 casos, 48%), 18q (12 casos, 21%), 5q, 8p, 9p, 16p, 17p (11
casos, 20%), 20q (9 casos, 16%), 4p (7 casos, 13%) y el 11p (6 casos, 11%) (Figura 14). Los
cromosomas completos con mayor nimero de pérdidas fueron el 21 (13 casos, 23%), 19
(10 casos, 18%), 22 (9 casos, 16%), 15 (6 casos, 11%) y el 13 (5 casos, 9%) (Figura 14).

Tabla XVIII. Regiones cromos6micas con pérdidas mas frecuentes en los 56 tumores primarios.

Pérdidas Casos (%)
3p13-24 44 (79)
11923-25 25 (45)
4p15-16 16 (38)
18921-23 16 (38)
5q31-35 21 (36)
8p21-22 19 (34)
21922 19 (34)
17p12-13 18 (32)
4q31-34 17 (30)
9p21-23 17 (30)
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Isocromosomas

La ganancia de un brazo cromosémico completo se asocié frecuentemente a la
pérdida del otro, prediciendo la formacién de un isocromosoma. Esta alteracién
cromosémica se detecta en 3p pérdida/3q ganancia (24 casos, 43%), 8p pérdida/8q
ganancia (13 casos, 23%), 5p ganancia/ 5q pérdida (10 casos, 18%), 18p ganancia/18q
pérdida (7 casos, 13%), 17p pérdida/17q ganancia (6 casos, 11%) y 9p pérdida/9q
ganancia (4 casos, 7%) (Figura 14).

VIII-3.2. Correlacion de las alteraciones cromosdomicas en los tumores primarios
metastdticos y no metastdticos

Ambos grupos presentaron un patrén muy similar de alteraciones cromosémicas
en ganancias, pérdidas y amplificaciones. Las principales diferencias aparecen reflejadas
en las tablas XIX, XX y XXI. Aunque el nimero de las alteraciones cromosémicas fue
superior en los tumores metastdticos, sélo la amplificacién de la regién 11q13 fue
estadisticamente significativa.

Tabla XIX. Incremento de las ganancias cromosdmicas entre los tumores metastaticos (n=26) y no metastaticos
(n=30).

Region T. primarios N+ | T. primarios No | Incremento p*
cromosémica % % %
15q 14,3 71 71 p= 0,104
169 125 8,9 3,6 p= 0,272
17p 10,7 8,9 18 p= 0,394
19q 8,9 71 18 p= 0,406
11p 71 54 18 p= 0,418
Xq 5.4 3,6 18 p= 0,431
Xp 18 0,0 18 p= 0,464
3p 18 0,0 18 p= 0,646
*prueba T
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Tabla XX. Incremento de las amplificaciones cromosdmicas entre los tumores

metastaticos (n=30).

metastaticos (n=26) y no

Region T. primarios N+ | T. primarios No | Incremento p*
cromosémica % % %
11q13 10,7 18 8.9 p= 0,007
18pl1 71 18 54 p=0,135
1p31-32 3,6 0,0 3,6 p= 0,211
22q13 3,6 0,0 3,6 p= 0,211
5p11-13 3,6 18 18 p= 0,446
8924 3,6 18 18 p= 0,446
3p25-26 18 0,0 18 p= 0,464
6p22 18 0,0 18 p= 0,464
9p11-13 18 0,0 18 p= 0,464
11p11-12 18 0,0 18 p= 0,464
14q11-21 18 0,0 18 p= 0,464
19q13 18 0,0 18 p= 0,464
22q11.2 18 0,0 18 p= 0,464
*prueba T

Tabla XXI. Incremento de las pérdidas cromosémicas entre los tumores metastaticos (n=26) y no metastaticos

(n=30).
Regidn T. primarios N+ | T. primarios No | Incremento p*
cromosdomica % % %
2p 3.6 00 36 p= 0,211
18q 19,6 17,9 18 p= 0,339
10q 125 10,7 18 p= 0,383
3q 18 00 18 p= 0,464
8q 18 00 18 p= 0,464
Xq 18 0,0 18 p= 0,464
*prueba T

VIII-3.3. Correlacion de las alteraciones cromosdmicas con los datos clinico-patologicos
y citométricos

No se observé ninguna correlacién estadisticamente significativa entre el
patrén de las alteraciones cromosémicas con la edad, localizacién tumoral y grado
histoldgico.

En la correlacidn entre las alteraciones cromosémicas con el estadio pTNM y los
ganglios linfdticos, sélo la amplificacién de la regién cromoséomica 11913 se asocié con
tumores en estadio IV y con ganglios metastdticos, de forma estadisticamente

significativa. En el caso de la regién 18p11.3 se observé esta misma tendencia, pero los
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valores no alcanzan un grado de significacién estadistica. Las tablas XXII y XXIII

representan las correlaciones referentes a estas dos amplificaciones.

Tabla XXII. Correlacion de las amplificaciones 11q13 y 18p11.3 con el estadio.

Estadios precoces Estadios avanzados ‘ px
Region Estadio I | Estadio IT | Estadio IIT | Estadio IV
cromosémica Casos (%) | Casos (%) Casos (%) Casos (%)
Amplificacion -
11q13 1(2) 0 (0) 0 (0) 6 (11) p= 0.040
Amplificacion -
18p11.3 0 (0) 1(2) 0 (0) 4 (7) p= 0. 340

* Chi2 de Pearson

Tabla XXIII. Correlacion de las amplificaciones 11g13 y 18p11.3 con el estado de los ganglios linfaticos.

Amplificacién | Ganglios linfaticos No | Ganglios linfaticos N+ p
cromosémica Casos (%) Casos (%)
Amplificacién _
11q13 1(2) 6 (11) p= 0.007
Amplificacion _
18p11.3 1(2) 4 (7) p= 0.135

* estadistico exacto de Fisher

Ninguna de las alteraciones cromosémicas encontradas guarda correlacién
estadisticamente significativa con la supervivencia de los pacientes. En la figura 15 se

representa, a modo de ejemplo, la curva de supervivencia para la amplificacién de 11q13.

Funciones de supervivencia

Amplificacibn 11g13
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o
L

Supervivencia acum
=
hi

=

T T T
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Statistic ~ df  Significance
Log Rank 49 1 4858

Figura 15. Curva Kaplan-Meier para la amplificacion de 11g13.
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Las alteraciones

cromosémicas encontradas tampoco

guardan

relacién

estadisticamente significativa con las variables citométricas de ploidia y fase S. Las
figuras 16a y 16b muestran a modo de ejemplo dos resultados de CGH en un caso

diploide y otro aneuploide.
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Figura 16a. Resultados de CGH en una muestra de carcinoma de laringe (caso 8 del anexo Il) con contenido
diploide de ADN. Las ganancias fueron encontradas en 1q, 2q, 3q, 49, 5p, 6py g, 7p ¥ 9, 8q, 10p y q, 11q, 12p,
14q y 20p. Las pérdidas fueron localizadas en 2q, 3p, 4p, 59, 8p, 11p, 11q, 12q, 15q, 16p, 17q, 18q, 19 vy q,
20q, 21q, 22q y Xp. Se observan también dos amplificaciones en 2q32-33 y 3026 y la posible formacién de
isocromosomas en los cromosomas 3 y 8. A la derecha del cromosoma 5 se representa el histograma de la

citometria de flujo.
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Figura 16b. Resultados de CGH en una muestra de carcinoma de laringe (caso 42 del anexo Il) con contenido
aneuploide de ADN (ID= 1,55). Las ganancias fueron encontradas en 1q, 2p, 3q, 5p, 6p, 7p Yy q, 8q, 11q, 13q,
14q, 16p y g, 18q, 199, 20p y q y en 22q. Las pérdidas fueron localizadas en 3p, 4p, 4q, 64, 8p, 9p, 10p, 11p,
11q, 18q, 21q y X. Se observan también amplificaciones en 3q26-qter, 8q24.3, 11q13, 13933-34y 18q11.2 y la
posible formacién de isocromosomas en los cromosomas 3y 6. A la derecha del cromosoma 5 se representa el

histograma de la citometria de flujo.
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VIII-4. Génicos

Se estudiaron por MLPA las alteraciones génicas de los 56 tumores primarios.
El estudio también se realizé en los 26 casos que presentaron metdstasis ganglionares,
pero una muestras no pudo ser procesada y se descartd, obteniendo datos génicos en 25
metdstasis ganglionares.

De los 42 genes estudiados, 5 sondas no funcionaron correctamente y fueron
también descartadas del estudio (COKNZB, BLM, TP53 (193 pb), MADH2Z y MYBLZ2), por
lo que al final estudiamos 37 sondas (Tabla IXy anexo IV).

Con el propdsito de ordenar estos resultados, describiremos en primer lugar las
alteraciones génicas. En segundo lugar compararemos dichas alteraciones entre los
tumores primarios y las metdstasis ganglionares. En tercer lugar estableceremos

correlaciones con los datos clinico-patoldgicos y citométricos.

VIII-4.1 Alteraciones génicas

El orden establecido en la exposicién de los resultados génicos comprende la
descripcidn de las alteraciones encontradas en los 56 tumores primarios, separando a
continuacion, los tumores primarios metastdticos de los ho metastdticos, para finalizar

con las metdstasis ganglionares.

VIII-4.1.1. Grupo completo de tumores primarios

En la tabla XXIV se resumen todas las alteraciones detectadas para cada una

de las sondas estudiadas en los 56 tumores primarios.

Pérdidas
En la figura 17 se representan las pérdidas génicas mds importantes observadas
en el total de los tumores primarios. Las pérdidas de los genes COKNZ2Ay MLH! (154 pb)

fueron las mds frecuentes y se observaron en mds del 60 % de las muestras analizadas.

Ganancias

En la figura 18 se representan las ganancias génicas mds importantes
observadas en el total de los tumores primarios. Las ganancias de los genes CCNDI'y
EMSI fueron las mds frecuentes y se observaron en mds del 50% de las muestras

analizadas.
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Pérdidas 56 tumaores primarios
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Figura 17. Pérdidas génicas mas frecuentes en los 56 tumores primarios.
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Figura 18. Ganancias génicas mas frecuentes en los 56 tumores primarios
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Tabla XXIV. Alteraciones génicas detectadas por MLPA en los 56 tumores primarios.

Gen Cromosoma Pérdida Ganancia
Ndmero (%) Nimero (%)

NRAS 01p13.2 13 (23,2) 12 (21,4)
LMNA 01¢21.2 7 (12.5) 20 (357)
IL1A 02q14 10 (17.9) 6 (107)
TANK 02q24 6 (10,7) 5 (8,9)
MLHI (154 pb) 03p22.1 36 (64,3) 0 (0,0)
MLH1 (337 pb) 03p22.1 22 (39,3) 0 (0,0
CTNNB1 03p22 25 (44.,6) 3 (54)
CASP6 04425 29 (51,8) 1(1,8)
12 04q26 18 (32,1) 1 (1,8)
MFHAS! 08p23.1 11 (19.6) 9 (16,1)
CTSB 08p22 12 (21,4) 11 (19,6)
N33 08p22 22 (39,3) 1 (1,8)
PTP4A3 08q24.3 2 (3.6) 24 (42,9)
RECQL4 08q24.3 5 (8,9) 27 (48,2)
CDKNZA 09p21 42 (75,0) 0 (0,0)
AI651963 10p14 11 (19,6) 4 (70
RENTZ 10p14 8 (14,3) 17 (30,4)
CREM 10p12.1 13 (23,2) 5 (8,9)
CCNDI 1113 2 (3,6) 31 (55,4)
EMs1 11913 4 (71) 30 (53,6)
IL18 11g23.1 26 (46,4) 4 (7,1)
I65F4 11923 28 (50,0 1(1,8)
BRCAZ 13q12.3 15 (26,8) 2 (3,6)
RBI 13q14.2 15 (26,8) 1 (1.8)
DLEUI 13q14.3 20 (35,7) 1 (1,8)
IGFIR 15q26 15 (26,8) 5 (8,9)
P53 (exdn 8) 17p13.1 9 (16,1) 12 (21,4)
TP53 (exdn 9) 17p13.1 9 (16,1) 7 (12,5)
TP53 (exén 10) 17p13.1 16 (28.6) 8 (14,3)
TP53 (exdn 11) 17p13.1 6 (10,7) 8 (14,3)
ERBB2 17q21.1 8 (14.3) 13 (23,2)
CDHZ 18q11.2 19 (33,9) 2 (3,6)
Baz 18921.2 18 (32,1) 2 (3.6)
STK11 19p13.3 7 (12,5) 9 (16,1)
CDKNZD 19p13 7 (12,5) 13 (23,2)
Baali 20q11.1 9 (16,1) 10 (17.9)
PTPNI 20q13.1 5 (8,9) 16 (28,6)

87




VIII-4.1.2. Tumores primarios metastdticos y no metastdticos
De los 56 tfumores primarios estudiados, 26 presentaron metdstasis
ganglionares y 30 no (Tabla XII). En la fabla XXV se desglosan los resultados para estas

dos categorias de tumores primarios. La representacion de dichas alteraciones se

expone en la figura 19.

Pérdidas
Las pérdidas génicas mds frecuentes se exponen en la figura 20 y en la tabla
XXV.
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Figura 20. Pérdidas génicas mas frecuentes para: a) tumores primarios no metastaticos (No) y b) tumores
primarios metastaticos (N+).
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Tabla XXV. Alteraciones génicas de los 56 tumores primarios, separando los tumores metastaticos de los no

metastaticos.
T.primarios No(n= 30) T. primario N+ (n= 26)
Gen Cromosoma Pérdidas Ganancias Pérdidas Ganancias

Nimero (%) | Nimero (%) | Nimero (%) | Nimero (%)

NRAS 01p13.2 7 (23,3) 7 (23,3) 6 (23,1) 5 (19,2)
LMNA 01q21.2 7 (23,3) 9 (30,0) 0 (0,0) 11 (42,3)
ILIA 02q14 2 (6,7) 5 (16,7) 8 (30,8) 1 (3.8)
TANK 02q24 3 (10,0) 4 (13,3) 3 (11,5) 1 (3,8)
MLHI (154 pb) 03p22.1 20 (66,7) 0 (0,0 16 (61,5) 0 (0,0
MLH1 (337 pb) 03p22.1 11 (36,7) 0 (0,0) 11 (42,3) 0 (0,0)
CTNNBI 03p22 13 (43,3) 1(3,3) 12 (46,2) 2 (7.7)
CASP6 04425 13 (43,3) 1 (3,3) 16 (61,5) 0 (0,0)
Iz 04426 9 (30,0) 0 (0,0) 9 (34,6) 1 (3.8)
MFHASI 08p23.1 8 (26,7) 5 (16,7) 3 (115) 4 (15,4)
CTSB 08p22 4 (13,3) 7 (23,3) 8 (30,8) 4 (15,4)
N33 08p22 8 (26,7) 1 (3,3) 14 (53,8) 0 (0,0
PTP4A3 08q24.3 2 (6,7) 10 (33,3) 0 (0,0) 14 (53,8)
RECQL4 08q24.3 3 (10,0) 12 (40,0) 2 (7.7) 15 (57,7)
CDKNZ2A 09p21 24 (80,0) 0 (0,0) 18 (69,2) 0 (0,0)
AI651963 10p14 6 (20,0) 3 (10,0) 5 (19,2) 1 (3.8
RENTZ 10p14 5 (16,7) 9 (30,0) 3 (15) 8 (30,8)
CREM 10p12.1 7 (23,3) 4 (13,3) 6 (3.1) 1 (3.8
CCND! 11q13 2 (6,7) 14 (46,7) 0 (0,0) 17 (65,4)
EMs1 11913 3 (10,0) 13 (43,3) 1 (3.8) 17 (65,4)
IL18 11923.1 11 (36,7) 3 (10,0) 15 (57,7) 1 (3.8)
IGSF4 11923 14 (46,7) 0 (0,0 14 (53,8) 1 (3.8)
BRCAZ 13q12.3 10 (33,3) 0 (0,0) 5 (19,2) 2 (7.7)
RBI 13q14.2 7 (23,3) 1 (3.3) 8 (30,8) 0 (0,0
DLEU! 13q14.3 9 (30,0) 1 (3,3) 11 (42,3) 0 (0,0)
IGFIR 15q26 13 (43,3) 2 (6,7) 2 (7.7) 3 (11,5)
TP53 (exdn 8) 17p13.1 2 (6,7) 11 (36,7) 7 (26,9) 1 (3.8)
TP53 (exdn 9) 17p13.1 1(3.3) 5 (16,7) 8 (30,8) 2 (7,7)
TP53 (exdn 10) 17p13.1 11 (36,7) 4 (13,3) 5 (19,2) 4 (15,4)
TP53 (exén 11) 17p13.1 2 (6,7) 4 (13,3) 4 (15,4) 4 (15,4)
ERBBZ 17q21.1 5 (16,7) 6 (20,0) 3 (11,5) 7 (26,9)
CDH2 18q11.2 9 (30,0) 1 (3,3) 10 (38,5) 1 (3.8)
BcLz 18q¢21.2 11 (36,7) 1 (3,3) 7 (26,9) 1 (3.8)
STK1! 19p13.3 1 (3.3) 3 (10,0) 6 (23,1) 6 (23,1)
CDKNZ2D 19p13 2 (6,7) 12 (40,0) 5 (19,2) 1 (3,8)
BclaLl 20q11.1 4 (13,3) 8 (26,7) 5 (19,2) 2 (7,7)
PTPNI 20q13.1 2 (6,7) 9 (30,0) 3 (11,5) 7 (26,9)
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Figura 19. Alteraciones génicas detectadas en los 56 tumores primarios. Los recuadros a la izquierda de cada
cromosoma representan las pérdidas y a la derecha las ganancias. Recuadros blancos: tumores no metastaticos
(No); recuadros negros: tumores metastaticos (N+).
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Ganancias
Las ganancias génicas mds frecuentes se exponen en la figura 21y en la tabla
XXV.

Ganancias 30 tumores primarios no metastaticos
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Figura 21. Ganancias génicas mas frecuentes para: a) tumores primarios no metastaticos (No) y b) tumores
primarios metastaticos (N+).

VIII-4.1.3. Metdstasis ganglionares

En la tabla XXVI se resumen todas las alteraciones génicas detectadas por
MLPA en las 25 metdstasis ganglionares. Las alteraciones génicas se representan en la

figura 22.
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Tabla XXVI. Alteraciones génicas en las metastasis ganglionares (n= 25).

Pérdida Ganancia
Gen Cromosoma | Nimero (%) | Nimero (%)

NRAS 01p13.2 11 (44) 1 (4)
LMNA 01q21.2 8 (32) 3 (12)
IL1A 02q14 7 (28) 0 (0)
TANK 02q24 5 (20) 0 (0)
MLHI (154 pb) 03p22.1 7 (28) 1 (4)
MLH1 (337 pb) 03p22.1 6 (24) 1 4)
CTNNB1 03p22 22 (88) 0 (0)
CASP6 04425 14 (56) 0 (0)
Iz 04q26 14 (56) 0 (0)
MFHASI1 08p23.1 11 (44) 6 (24)
CTSB 08p22 2 (8) 5 (20)
N33 08p22 8 (32) 7 (28)
PTP4A3 08q24.3 0 (0) 16 (64)
RECQL4 08q24.3 8 (32) 8 (32)
CDKNZA 09p21 16 (64) 0 (0)
AI651963 10p14 10 (40) 1 (4)
RENTZ 10p14 8 (32) 0 (0)
CREM 10p12.1 3 (12) 1 (4)
CONDI1 11q13 0 (0) 18 (72)
EMSI 11q13 0 (0) 17 (68)
IL18 1123.1 17 (68) 1 (4)
I65F4 1123 5 (20) 4 (16)
BRCAZ 13q12.3 9 (36) 0 (0)
RB1 13q14.2 13 (52) 0 (0)
DLEU1 13q14.3 6 (24) 1 (4)
IGFIR 15q26 10 (40) 0 (0)
TP53 (exdn 8) 17p13.1 0 (0) 7 (28)
TP53 (exdn 9) 17p13.1 0 (0) 2 (8)
TP53 (exén 10) 17p13.1 7 (28) 14
TP53 (exdn 11) 17p13.1 2 (8) 7 (28)
ERBB2 17q21.1 0 (0) 6 (24)
COH2 18q11.2 13 (52) 3 (12)
Baz 18q21.2 9 (36) 0 (0)
STKI1 19p13.3 1 (4) 11 (44)
CDKNZ2D 19p13 2 (8) 9 (36)
BazLi 20q11.1 3 (12) 3 (12)
PTPNI 20q13.1 8 (32) 1 (4)
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Figura 22. Alteraciones génicas en las 25 metastasis ganglionares. Los recuadros a la izquierda de cada
cromosoma representan pérdidas y a la derecha ganancias.
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Pérdidas
Las pérdidas génicas mds frecuentes se exponen en la figura 23 y en la tabla
XXVI. El gen CTNNAI, localizado en la regién cromosémica 3p22, fue la pérdida mds

frecuente estando presente en el 88% de los casos.

Pérdidas 25 metastasis ganglionares
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Figura 23. Pérdidas génicas mas frecuentes en las metastasis ganglionares (n= 25).

Ganancias
Las ganancias génicas mds frecuentes se exponen en la figura 24 y en la tabla
XXVI. Los genes ¢CND1y EMSI, localizados en la region cromosémica 11q13, destacaron

entre las ganancias y fueron detectados en el 72% y 68% de los casos, respectivamente.

Ganancias 25 metastasis ganglionares
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Figura 24. Ganancias génicas mas frecuentes en las metastasis ganglionares (n= 25).
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VIII-4.2. Correlacion de las alteraciones génicas

Se correlacionaron las alteraciones génicas detectadas por MLPA en los
siguientes grupos: 1) Grupo completo de tumores primarios (n=56) y metdstasis
ganglionares (n=25), con el fin de identificar un posible patrén génico para las
metdstasis ganglionares. 2) Tumores primarios metastdticos (n=26) y no metastdticos
(n=30), para identificar el patrén génico metastdtico en el tumor primario. 3) Cada
tumor primario metastdtico (h=25) con su correspondiente metdstasis ganglionar (n=25)
con el propdsito de establecer similitudes y diferencias génicas en el mismo proceso
tumoral y definir el patron génico que conduce a la formacién de metdstasis

ganglionares.

VIII-4.2.1. Grupo completo de tumores primarios y metdstasis ganglionares

Las pérdidas y ganancias génicas observadas en ambos grupos se ponen de
manifiesto en las tablas XXVII y XXVIII donde se muestran 9 genes con pérdidas y 8

coh ganancias que presentaron mds alteraciones en las metdstasis ganglionares.

Tabla XXVII. Incremento en las pérdidas génicas entre los tumores primarios (n= 56) y las metastasis
ganglionares (n=25).

Gen Cromosoma Tumor Metdstasis Incremento p*
primario (%) | ganglionar (%) (%)
CTNNBI 3p22 44,6 88 433 p= 0,000
RB1 13q14.2 26,8 52 25,2 p= 0,002
MFHASI 8p23.1 19,6 44 24 4 p= 0,009
PTPNI 20q13.1 8,9 32 23,1 p= 0,003
NRAS 1p13.2 23,2 44 20,8 p= 0,010
LMNA 1q21.2 125 32 195 p= 0,014
COHZ 18q11.2 339 52 181 p= 0,033
RENTZ 10p14 14,3 32 17,7 p= 0,000
IGFIR 15926 26,8 40 13,2 p= 0,063
*prueba T
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Tabla XXVIII. Incremento en las ganancias génicas entre los tumores primarios (n= 56) y las metéstasis
ganglionares (n=25).

Gen Cromosoma | Tumor primario Metdstasis Incremento p*
(%) ganglionar (%) (%)
STK11 19p13.3 16,1 44 279 p= 0,007
N33 8p22 18 28 26,2 p= 0,000
PTP4A3 8q24.3 42,9 64 21,1 p= 0,081
CCND1 11q13 55,4 72 16,6 p= 0,079
I65F4 11923 18 16 14,2 p= 0,014
Emsi 11q13 53,6 68 14,4 p= 0,229
TP53 exén 11 17p13 14,3 28 13,7 p= 0,146
COKNZ2D 9p21 23,2 36 12,8 p= 0,125
*prueba T

VIII-4.2.2. Tumores primarios metastdticos y no metastdticos

El incremento de pérdidas y ganancias asociadas a los tumores metastdticos

aparecen reflejadas en las tablas XXIXy XXX.

Tabla XXIX. Incremento de pérdidas génicas entre los tumores metastaticos (N+), (n= 26) y los no metastaticos
(No), (n= 30).

Gen Cromosoma | T. primario N+ | T. primario NO | Incremento p*
(%) (%) (%)
TP53 exdn 9 17p13 30,8 3.3 27,4 p= 0,005
N33 8p22 53,8 26,7 27,2 p= 0,038
TP53 exén 8 17p13 26,9 6,7 20,3 p= 0,040
STK11 19p13.3 23,1 3.3 197 p= 0,026
CASP6 7q25 615 433 18,2 p= 0,180
CTBS 8p22 30,8 13,3 17 4 p= 0,126
CDKNZD 19p13 19,2 6,7 12,6 p= 0,177
*prueba T

Tabla XXX. Incremento de ganancias génicas entre los tumores metastaticos (N+), (n= 26) y los no metastaticos
No), (n= 30).

Gen Cromosoma | T. primario N+ | T. primario NO | Incremento p*
(%) (%) (%)

Ems1 11q13 65,4 43,3 221 p= 0,102
PTP4A3 8q24.3 53.8 333 205 p= 0,128
CCNDI 11q13 65,4 46,7 18,7 p= 0,164
RECQL4 8q24.3 57,7 40 17,7 p=0,193
STK11 19p13.3 231 10 131 p= 0,202
LMNA 1921.2 42,3 30 12 p= 0,350

*prueba T
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VIII-4.2.3. Cada tumor primario metastdtico con su correspondiente metdstasis

ganglionar
Las pérdidas y ganancias génicas comunes entre cada tumor primario

metastdtico con su correspondiente metdstasis ganglionar se ponen de manifiesto en la
tabla XXXI. Sélo la pérdida de CDKNZA tuvo un valor estadisticamente significativo.

Tabla XXXI. Pérdidas y ganancias génicas comunes entre cada tumor primario metastatico y su correspondiente
metastasis ganglionar (n= 25).

Gen Cromosoma Pérdida comin Ganancia comin p
Ndmero (%) Ndmero (%)
CDKNZA 9p21 14 (56) p= 0,010
CTNNBI 3p22 11 (44) p= 0,531
COH2 18q11.2 6 (24) p= 0,404
CCNDI 11q13 12 (48) p= 0,499
EMS1 11q13 13 (52) p= 0,075
PTP4A3 8q24.3 9 (36) p= 0,440

* estadistico exacto de Fisher

Las pérdidas y ganancias génicas que aparecieron como nuevas alteraciones o
incrementaron su valor en las metdstasis ganglionares con respecto a los tumores
primarios metastdticos se exponen en las tablas XXXIT y XXXIII.

Tabla XXXII. Incremento de pérdidas génicas entre cada tumor primario metastatico y su correspondiente
metastasis ganglionar (n=25).

Cromosoma T. primario N+ Metdstasis Incremento p*
Gen o . o o
(%) ganglionar (%) (%)

CTNNBI 3p22 4 44 40 p= 0,009
LMNA 1q21.2 0 32 32 p= 0,013
IGFIR 15926 0 32 32 p= 0,018
MFHASI 8p23.1 4 36 32 p= 0,026
RECQL4 8g24.3 0 24 24 p= 0,041
PTPNI 20q13.1 4 24 20 p= 0,130
RENTZ 10p14 8 28 20 p= 0,023
NRAS 1p13.2 12 32 20 p= 0,227
RB1 13q14.2 20 40 20 p= 0,301

* test de cambios de McNemar con correccion de Yates
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Tabla XXXIII. Incremento de ganancias génicas entre cada tumor primario metastatico y su correspondiente
metastasis ganglionar (n= 25).

Gen Cromosoma | T. primario N+ Metdstasis | Incremento p*
(%) ganglionar (%) (%)
COKNZD 19p13 0 32 32 p= 0,013
N33 8p22 0 28 28 p= 0,023
TP53 exén 8 17p13 0 24 24 p= 0,041
STKi1 19p13.3 12 32 20 p= 0,227

* test de cambios de McNemar con correccion de Yates

VIII-4.3. Correlacion de las alteraciones génicas de los tumores primarios con los datos
clinico-patologicos y citométricos
Las alteraciones génicas de los 56 fumores primarios se correlacionaron una a

una con los datos clinico-patoldgicos, no teniendo significacion estadistica la edad, el

grado de diferenciacién histoldgico y la localizacién tumoral.

La variable estadificacién para estadios avanzados (III y IV) se asocié con
pérdidas en los genes N33y TP53 (exdn 9) y ganancias en CCNDIy EMSI, estos Gltimos
en la regién cromosémica 11q13. Todas estas correlaciones referentes a la estadificacién
fueron estadisticamente significativas (Tabla XXXIV). También se asocié el estadio
avanzado con pérdidas de los genes CASPS6, CTSB, CODHZ, y STKII y ganancias en
PTP4A3y RECQLA4, pero sin alcanzar significacidn estadistica.

Tabla XXXIV. Correlacion entre el estadio y las alteraciones génicas en los 56 tumores primarios.

Estadio precoz (I-IT) Estadio avanzado (III-IV)
(n= 22) (n= 34)
Gen Cromosoma Pérdida Ganancia Pérdida Ganancia pw
Casos (%) | Casos (%) Casos (%) Casos (%)
N33 8p22 4 (7) 18 (32) 0,009
TP53 exon 9 17p13 1(2) 8 (14) 0,007
CCND1 11q13 8 (14) 23 (41) 0,021
EMS1 11q13 7 (13) 23 (41) 0,009

* estadistico exacto de Fisher

La variable ganglios linfaticos metastdticos (N+) se correlacioné con pérdidas

en los genes N33, TP53 (exones 8 'y 9) y STK11, de forma estadisticamente significativa,
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mientras que pérdidas en LMNA y ganancias en TP53 (exdn 10) y COKNZD se asociaron

de forma estadisticamente significativamente con su ausencia (ganglios No) (Tabla

XXXV).

Tabla XXXV. Correlacion entre la presencia o ausencia de metastasis ganglionares y las alteraciones génicas en

los 56 tumores primarios.

Tumores primarios N+ Tumores primarios No
(n= 26) (n= 30)
Gen Cromosoma Pérdida Ganancia Pérdida Ganancia p
Casos (%) | Casos (%) | Casos (%) | Casos (%)

N33 8p22 14 (25) 8 (14) 0,035
TP53 (exén 8) 17p13 7 (13) 2 (4) 0,044
TP53 (exén 9) 17p13 8 (14) 1(2) 0,007

STK11 19p13.3 6 (11) 1(2) 0,035

LMNA 1921.2 0 (0) 7 (13) 0,009
TP53 (exén 10) 17p13 5 (9) 11 (20) 0,003

CDKNZ2D 19p13 1(2) 12 (21) | 0,001

* estadistico exacto de Fisher

La supervivencia se correlaciond con la pérdida del gen N33 de forma

estadisticamente significativa (Figura 25). También se observé relacién de la

supervivencia con la pérdida del gen MLH1 (334pb) y la ganancia de EMS1, aunque estos

Ultimos no fueron estadisticamente significativos (Figuras 26 y 27).
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Figura 25. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier para la pérdida del gen N33.
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Figura 26. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier para la pérdida del gen MLH1 (334 pb).
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Figura 27. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier para la ganancia del gen EMS1 .

En cuanto a los datos citométricos observamos que el contenido de ADN

aneuploide se correlacioné de forma significativa con la pérdida del gen 7P53 (exdn 8).

También se asocié con las pérdidas de MLHI (154 pb) y CDKNZA y con las ganancias de
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CCND1y EMSI, aunque sin significacién estadistica (Tabla XXXVT). La fase S no mostré

correlacidn estadistica con ninguna de las alteraciones génicas encontradas.

Tabla XXXVI. Correlacion entre las alteraciones génicas y el contenido de ADN en los tumores primarios (n=
48).

Diploide (n= 18) Aneuploide (n= 30)
Gen Cromosoma Pérdida Ganancia Pérdida Ganancia o
Casos (%) | Casos (%) | Casos (%) | Casos (%)
TP53 (exon 8) 17p13 0 (0) 8 (17) 0,016
CDKNZ2A 9p21 13 (27) 22 (46) 0,594
MLH1 (154pb) 3p22.1 12 (25) 20 (42) 0,627
CCND1 11q13 10 (21) 18 (38) 0,498
EMS1 11913 10 (21) 16 (33) 0,560

* estadistico exacto de Fisher

En la tabla XXXVII se muestran las correlaciones entre las alteraciones
génicas y el contenido de ADN de las metdstasis ganglionares. Ninguna fue

estadisticamente significativa.

Tabla XXXVII. Correlacion entre las alteraciones génicas y el contenido de ADN para las metastasis
ganglionares (n=11).

Diploide (n= 3) Aneuploide (n= 8)
Gen Cromosoma Pérdida Ganancia Pérdida Ganancia o
Casos (%) | Casos (%) | Casos (%) | Casos (%)
CTNNB1 3p22 3 (27) 7 (64) 0,727
CDKNZ2A 9p21 2 (18) 6 (55) 0,661
PTP4A3 8q24.3 3 (27) 5 (45) 0,339
CCND1 11913 3 (27) 6 (55) 0,509
EMS1 11q13 1 (9) 7 (64) 0,152

* estadistico exacto de Fisher

VIII-4.4. Comparacion de las alteraciones cromosomicas y génicas

La C6H y la MLPA son técnicas que estudian el genoma de forma distinta,
aunque complementaria y, por tanto, no es posible establecer una correlacién estadistica
de las variables cromosémicas y génicas obtenidas en nuestro estudio para los CLF. Las

alteraciones detectadas por CGH hacen referencia a todos los cromosomas al ser una
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técnica global de “screening”, mientras que la MLPA se orienta a las alteraciones de 42
genes determinados, y se trata de una prueba mds selectiva.

No obstante, hemos comparado sobre el cariograma la localizacién de las
alteraciones cromosémicas y génicas detectadas (Figura 28). En las tablas XXXVIII,
XXXIX y XL destacamos también su grado de conformidad.

Tabla XXXVIII. Localizacion de las ganancias cromosomicas (CGH) y génicas (MLPA).

CGH (Regién cromosémica) % MLPA (genes) % Conformidad™

3q25-27 86 No -
7q21-31 68 No -

RECQL4 48 p= 0.003

8qll-gter 61 PTP4A3 43 p= 0.094
5p12-14 54 No -

CCND1 55 p= 0.004

Hqll-13 %0 EMS1 54 p= 0.008

2q24-32 43 TANK 13 p= 0.363
12p11-12 43 No -

17q11-23 41 ERBBZ 23 p= 0.455
6q12-15 38 No -
4q12-13 36 No -
18pll-pter 36 No -

1q21-24 20 LMNA 36 p= 0.452

10p 16 RENTZ 30 p= 0.060

*prueba T

Tabla XXXIX. Localizacion de las amplificaciones cromosomicas (CGH) y las ganancias génicas (MLPA).

CGH (Region cromosémica) | % MLPA (genes) % Conformidad*
3q26-qter 35 No -
CCNDI 55 p= 0.130
1qt3 13 EMS1 54 p= 0.094
11922 9 No -
3q12-13 9 No -
18p11.3 9 No -
18q11.2 9 COHZ 4 p= 0.568
RECQL4 48 = 0.219
8q24.3 0 PTP4A3 43 S: 0.093
1p31 4 No -
2q932-33 4 No -
4q11-13 4 No -
5p11-14 4 No -
8pll 4 No -
*prueba T
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Tabla XL. Localizacion de las pérdidas cromosémicas (CGH) y génicas (MLPA).

CGH (Regién cromosémica) | % MLPA (genes) % Conformidad™
MLH1 (154 pb) 64 p= 0.067
3pl13-24 79 MLHI (337 pb) 39 p= 0.067
CTNNBI 45 p= 0.111
I6SF4 50 = 0.007
11q23-25 4 IL18 46 := 0.000
4p15-16 38 No -
18q21-23 38 Bclz 32 P= 0.000
5q31-35 36 No -
8p21-22 34 N33 39 p= 0.000
2122 34 No -
TP53 exdn 8 16 p= 0.310
TP53 exdn 9 16 p=0.607
17pl2-13 32 T B3 exén 10 29 p=0.069
TP53 exén 11 11 p=0.077
4q31-34 30 No -
9p21-23 30 CDKNZA 75 p=0.259
DLEUI 36 p= 0.020
13q11-14 16 BRCAZ 27 p= 0.029
RBI 27 p= 0.264
18q11 21 COH2 34 p= 0.084
4q26 23 IL2 32 p= 0.485
4q25 23 CASP6 52 p= 0.162
*prueba T
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Figura 28. Localizacion de las alteraciones cromosomicas y génicas detectadas en los 56 tumores primarios

estudiados.
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IX-Discusion
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IX-Discusién

IX-1. Datos clinico-patolégicos

Las variables clinico-patolégicas de los 56 pacientes estudiados concuerdan, en
general, con los rasgos descritos en series mds amplias de CLF. Asi, el sexo (todos
varones), la edad media (63 afios), la localizacién predominante en la laringe supraglética
y el alto porcentaje de tumores faringeos que hemos encontrado, es similar a lo
observado habitualmente en nuestro medio (Tabla XI)'?* El consumo de tabaco y
alcohol es un hecho habitual en nuestra serie, como también se ha descrito en la
literatura, aunque con la peculiaridad de tener como factor de riesgo afiadido el alto
porcentaje de trabajadores en mineria y metalurgia, actividad laboral predominante
hasta hace unos afios en nuestra comunidad®®.

El estadio avanzado (61%), sobre todo en los ftumores faringeos, el grado
histoldgico moderadamente diferenciado (50%) y el predominio de formas poco
diferenciadas en faringe, son otros de los rasgos publicados, que nosotros hemos
corroborado (Tabla XII)*°. La evolucién de la enfermedad es mejor para los tumores
laringeos (59%) que para los faringeos (23%), hecho que se correlaciona con el estadio
mds avanzado y el mayor nimero de metdstasis ganglionares (64%) que presentan estos
Ultimos (Tablas XIT y XIII). Los datos de supervivencia y el nimero de recidivas,
segundos primarios y metdstasis a distancia (Tabla XIII y figuras 11 y 12) también son
concordantes con lo publicado?®*®*”. Tan sélo indicar la baja incidencia de segundos
tumores primarios en la localizacién supraglética, que es para otros autores la que mds
los presenta, aunque nuestro limitado nimero de casos no permite establecer
conclusiones a este respecto (Tabla XIII)®7.

Por todo lo expuesto consideramos que nuestra serie es representativa de los
CLF, respondiendo las localizaciones ftumorales que la integran a las caracteristicas

clinicas que deberiamos esperar.

IX-2. Datos citométricos

En nuestra serie de pacientes predominan los tumores aneuploides (63%) y la
fase S baja (63%) (Tabla XIV). En las metdstasis ganglionares estudiadas aumenté la
aneuploidia (73%) y la fase S alta (46%) (Tabla XV). Estas tendencias han sido
constatadas y descritas en los CECC, aunque existe gran disparidad en lo resultados
publicados’®?8%91% son de destacar algunos estudios previos de nuestro grupo que,

combinando ploidia y fase S, definen un perfil cinético y un patrén metastdtico asociados
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a la supervivencia. Asi, los tumores diploides y con fase S baja tendrian mayor
supervivencia y menor nimero de metdstasis, por lo que, salvo otfro criterio, en ellos no
estaria indicada la radioterapia postquirtrgica®®®. En relacién a esta modalidad de
tratamiento otros autores consideran a los tumores de cuerda vocal aneuploides y con
fase S elevada mds radiosensibles, aunque sin relacion significativa con la
supervivencia'® 192103,

En nuestra serie esto resulta dificil de demostrar al tratarse de tumores con
localizaciones mds dispares y estadios tumorales mds avanzados, donde prima el
tratamiento quirdrgico y la radioterapia es complementaria.

No hemos encontrado ninguna correlacién entre las variables citométricas y los
datos clinico-patolégicos estudiados, estando este hecho en discrepancia con lo
publicado en relacién a que la combinacién de aneuploidia y fase S alta implicaria mayor

riesgo de metdstasis ganglionares y menor supervivencia'®*1%,

IX-3. Datos cromosémicos

Las alteraciones cromosémicas no compensadas son el tipo de inestabilidad
genética mds frecuente encontrada en tumores sélidos'®??°3¢ La CGH es una técnica de
"screening” con la que podemos determinar las alteraciones que ocurren en todo el
genoma y ha sido aplicada en un gran nimero de tumores, incluyendo los
CECC71'72'73'74'75'76.

En nuestro estudio, el ndmero de alteraciones cromosémicas fue muy alto (19,5
por caso), predominando las ganancias sobre las pérdidas. Las mds frecuentes se
localizan en el cromosoma 3, el cual es tipico de sufrir alteraciones en los carcinomas de
células escamosas, con ganancia del brazo q y pérdida del brazo p. Esta alteracién ha
sido también descrita por otros autores (Figura 14)°!106.107.108

Las ganancias cromosdomicas mds frecuentes ocurren en regiones cromosomicas
concretas (3q25-27, 7q21-23, 8qll-qter, etc) (Tabla XVI), aunque también podemos
observar alteraciones que afectan a cromosomas enteros (20, 22, 17, etc) o brazos
cromosémicos completos (3q, 8q, 5q, 18p, 17q, etc) (Figura 14). En estas regiones
cromosémicas se han descrito diversos oncogenes como el c-myc (8q24), c-ErbB2
(17q12), PIK3CA (3q26), CCND1y EMSI (11q13), ATR (3q26-27) y hTERT (5p15), estos
dos (ltimos relacionados con la actividad telomerasa y la inmortalizacién celular??7-%8,
Sin embargo, para otras regiones aun se desconocen los posibles oncogenes implicados.

Las amplificaciones fueron detectadas en el 62,5% de los casos de nuestra

serie, destacando las regiones 3q26-qter, 3q12-13, 11q13, 8q24.3 y 11922 que ya habian
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sido descritas en estudios previos®*'%1%  sin embargo, las amplificaciones en 1p31,
4q11-13, 5pl1-14, 8pll, 13q33-34, 18pl1l.3, 18q11.2 y 22q13 ho habian sido nunca
asociadas a CLF hasta nuestro estudio (Tabla XVII). En algunas de estas regiones
amplificadas se encuentran oncogenes conocidos como CCND! (11q13) encargado de
regular el ciclo celular y la proliferacién y c-MYC (8q23-24) relacionado con la
apoptosis®*1%?M0 Muchas de estas amplificaciones se encuentran en regiones con genes
que codifican factores de crecimiento de fibroblastos (11q13, 3928, 13q34) y sus
receptores (8pll), asi como receptores de factores de crecimiento epidérmico (1p31,
7p11-12), factores de crecimiento endotelial (4q12-13, 6pl12, 22q13) y hepatocitico
(7921) (Tabla XVII y figura 14)°2"M2  Sin embargo, en algunas de las nuevas
amplificaciones encontradas en nuestro estudio, como en 5pll y 18qll, no se han
descrito aln genes implicados en el CLF, justificando una investigacién mds detallada.
Asi, podemos sugerir que las proteinas asociadas a estos posibles genes estimularian la
proliferacién celular al actuar como receptores o factores de crecimiento, induciendo la
angiogénesis y la formacién de estroma. Por tanto, todos estos factores serian
importantes en la progresién de los CECC hacia estadios avanzados y procesos
metastdticos.

Entre las pérdidas detectadas en nuestro estudio destacan las localizadas en
3p y 11g23-25 (Tabla XVIII), como también han sefialado otros autores® 7% Las
pérdidas en 3p y 9p han sido descritas como cambios precoces que afectan a lesiones
preinvasivas con displasia, dentro del modelo de progresién de los CECC, por medio de
técnicas de CGH®™, FISHY y LOH*# El cambio en 9p21 se ha asociado al gen
supresor de tumores CDKNZA que codifica la proteina pl6, asighdndole un papel
importante en el desarrollo tumoral. Sin embargo, adn no hay un claro candidato a gen
implicado en 3p. Otras pérdidas destacables en nuestro estudio se localizaron en 11q23-
25, Bq31-35 y 18q21-23 (Tabla XVIII). En estas regiones se han descrito varios
candidatos a genes supresores de tumor como el I65F4 (11q23) asociado a carcinomas
de pulmén, el BCL2 (18q21.2) cuya mutacion modifica el proceso normal de apoptosis en
linfocitos B o el DPC4 (18q21), también denominado SMAD4, relacionado con el factor de
crecimiento tumoral-beta (TGFB) y candidato en el desarrollo tumoral en pdncreas y
colon™*M5M617 perg para la regidn 5q31-35 adn no se conoce el gen o genes candidatos.

La presencia de alteraciones de brazos completos nos indica la formacion de
isocromosomas y representan mds de un tercio de todas las alteraciones descritas,
siendo frecuentes en los cromosomas 3, 5, 8, 9, 17 y 18. La ganancia de un brazo y la

pérdida del otro podria deberse a la exposicién continua y prolongada a agentes
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mutagénicos y carcinogénicos, especialmente tabaco y alcohol, que han sido claramente

asociados con este tipo de tumores!?

, aunque este punto no ha sido ain demostrado.
La rotura a nivel de centrémero durante la mitosis conduce a translocaciones de un
brazo cromosémico completo, resultando en su pérdida o ganancia (Figura 14). Este
fenémeno ho es exclusivo de los CECC, pero tiene una frecuencia mds alta que en otros

tumores sélidos y hematoldgicos®2'%°.

El patrén de ganancias, amplificaciones y pérdidas entre tumores primarios
metastdticos y no metastdticos fue muy similar y dnicamente la amplificacion de 11q13 se
asocié estadisticamente a los tumores metastdticos (Tablas XIX, XX, XXI).

La amplificacién en 11q13 es la dnica alteracién cromosdmica que guarda
relacién con algunos datos clinico-patoldgicos. Asi, se ha observado en estadios
avanzados (estadio IV) y metdstasis ganglionares (N+), de forma estadisticamente
significativa (Tablas XXII y XXIII). No obstante, aunque estas variables guardan una
estrecha correlacién con la supervivencia, ésta ho llega a ser estadisticamente
significativa con esta amplificacién (Figura 15). En el caso de la regién 18p11.3 se
observan las mismas tendencias, pero los valores no alcanzan significacidn estadistica en
ninguna de las correlaciones con los datos clinico-patoldgicos. Estos datos de nuestro
estudio difieren con lo publicado por otros autores que si encuentran relacion entre el
pronéstico y supervivencia con un buen nimero de alteraciones cromosémicas. Asi, la
amplificacién 11q13 en estadios avanzados se ha asociado a peor supervivencia®>1#12123,
aunque esta relacién no ha sido siempre confirmada’®'?*. También se ha descrito una
relacién de la supervivencia con las pérdidas cromosémicas 3p, 4q y con ganancias en 9q,
detectadas por CGH, o por LOH en 3p24-26, 3pl3, 9p21, 8p23 vy
18q2180'113'“7'125'126'127'128.

Sin embargo, nosotros tenemos que objetar que las pérdidas en 3p y 9p son
eventos precoces en la progresién tumoral y establecerian el paso de lesién intraepitelial
a carcinoma invasivo, siendo menos importante en la progresion del tumor invasivo y por
tanto en la supervivencia. Otros autores si han visto que las pérdidas en 3p, 5q, 18q, 10q
y 1lp son mds frecuentes en los tumores metastdticos, pero en nuestra serie las
alteraciones cromosdmicas son similares en los tumores metastdticos y no metastdticos,
repartiéndose de forma similar en los estadios clinicos (I-IV)!9%°,

Es dificil encontrar una explicacién a la falta de valor prondstico de las
alteraciones cromosémicas detectadas. Una posibilidad es que en la progresién tumoral

de los CECC, el paso de lesién preinvasiva (displasia) a tumor invasivo se acompafie de la
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adquisicion inmediata de mdltiples cambios cromosdmicos. En nuestro estudio, tanto los
tumores en estadio I como en estadio IV presentan gran nimero de alteraciones
cromosdmicas apoyando la idea de que el CLF presenta un patrén cromosémico complejo

que no difiere con el estadio clinico-patolégico (Anexo IT)*13!,

La correlacidn entre las alteraciones cromosémicas y los datos citométricos de
ploidia y fase S no mostraron ninguna diferencia significativa. Este hecho podria
explicarse por el alto nimero de ganancias y pérdidas cromosdmicas que también
presentan los tumores diploides, que al compensarse entre ellas, muestran finalmente un
contenido de ADN diploide (Figura 16a y anexo IIT).

IX-4. Datos génicos
Se estudiaron los tumores primarios (n= 56) con sus metdstasis ganglionares (n=
25) por medio de MLPA con 37 sondas seleccionadas para genes implicados en el CECC®®,
EL grupo completo de tumores primarios presentd un alto nimero de pérdidas,
destacando los genes COKNZA'y MLH?I (154 pb) localizados en las regiones 9p21'y 3p22
(Figura 17 y Tabla XXIV). Ambas regiones han sido descritas por LOH como zonas de

alteracién precoz en el desarrollo de CECC®°'?° En nuestra serie, todos los CLF se
encuentran en fase invasiva y es ldgico que estos cambios acumulativos sean muy
frecuentes. Entre las ganancias destacaron las de CENDIy EMSI, localizados ambos en
la regién cromosémica 11q13, asi como RECQL4y PTP4A3 en 8q24 (Figura 18 y Tabla
XXIV). Todas estas alteraciones observadas por hosotros han sido también descritas
por otros autores y estdn en consonancia con nuestros resultados de CGH (Tablas XVIy
XVIII)47'49'113'131.

Si diferenciamos los tumores primarios en metastdticos y no metastdticos
encontramos pérdidas comunes en COKNZA, MLHI (154 y 337 pb), CTNNBI, I65F4 y
CASPS, y ganancias comunes en CCNDI, EMSI, RECQL4, PTP4A3, LMNA y RENTZ2
(Figuras 19, 20, 21 y tabla XXV). Todos estos genes codifican proteinas que regulan la

proliferacién y diferenciacion celular, la apoptosis y la adhesion intercelular y del
citoesqueleto, estando localizados en regiones cromosémicas alteradas frecuentemente
en el CECC2357110, 132

Mds interesante fue establecer las diferencias entre los tumores primarios
metastdaticos (N+) y no metastdticos (No), para identificar los genes implicados en el
desarrollo de la capacidad metastdtica tumoral. De esta forma, las pérdidas en N33,

TP53 exdn 8 y 9 y STKII fueron mayores en los fumores primarios metastdticos, de
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forma estadisticamente significativa (Tabla XXIX). EL gen 7P53 codifica la proteina
p53, que es clave en el control del ciclo celular. Su alteracién ha sido descrita en CECC y
también en otros muchos tumores®*33°!, La pérdida de N33 ha sido descrita en tumores
metastdticos de préstata y la de STKI! en pacientes con Sindrome de Peutz-Jeghers
que presenta mayor riesgo de sufrir neoplasias. Ninguno de los dos genes habia sido
descrito hasta la fecha asociado al CLF'33'341%5 | a5 ganancias presentaron un patrén
muy similar en ambos grupos y, aunque se observé un incremento en los genes EMSIy
PTP4A3 asociado a los tumores primarios metastdticos, estos no tuvieron significacion
estadistica (tabla XXX). Esta falta de significacién puede deberse a que no son
alteraciones nuevas sino que ya estdn presentes, con una frecuencia alta, en los tumores
primarios no metastdticos.

En las metdstasis ganglionares las alteraciones génicas mds frecuentes fueron
las pérdidas en CTNNBI'y CDKNZA, y las ganancias en CCNDI, EMSI, PTP4A43 y
RECQL4 (figuras 22, 23 y 24 y tabla XXVT) que coinciden con los genes alterados en los

tumores primarios, localizados en las regiones cromosémicas 3p22, 9921, 11q13 y 8q24,
que como ya hemos indicado coinciden con nuestro estudio de C6H (Tablas XVI y XVIII)

y con los de otros autores® 8210,

Para determinar un patrén metastdatico de alteraciones génicas seleccionamos
los cambios nuevos o los incrementos llamativos que se observan en las metdstasis

ganglionares. De este modo, entre el grupo completo de tumores primarios (n= 56) y las

metdstasis ganglionares (n= 25) destacaron las pérdidas de los genes CTNNBI, RBI,
MFHASI, PTPNI, NRAS, LMNA, CDHZ y RENTZ que tuvieron incrementos
estadisticamente significativos en las metdstasis ganglionares con respecto a los
tumores primarios (Tabla XXVII). Sélo los genes N33, STKI11 y I65F4 tuvieron un
incremento estadisticamente significativo en las ganancias. Aunque también CONDI y

PTP4A3 mostraron incremento de ganancias en las metdstasis ganglionares, no fueron
estadisticamente significativos (Tabla XXVIII).

Para estudiar las alteraciones génicas en el desarrollo de las metdstasis
ganglionares contamos con un grupo de pacientes de gran interés formado por el tumor

primario metastdtico y su correspondiente metdstasis ganglionar (n=25). Aunque se han

realizado numerosos estudios que analizan los cambios entre tumores primarios
metastdticos y no metastdticos, los estudios que comparan el tumor primario y la

metdstasis ganglionar en el mismo paciente son muy escasos!'??136.137.138.139

11



Se detectaron pérdidas comunes de los genes COKNZA y CTNNBI y ganancias
comunes de EMSI (Tabla XXXI), aunque Unicamente la pérdida de CDKNZA fue
estadisticamente significativa. El gen CODKNZ2A se localiza en la regién cromosémica 9p21
y estd asociado a cambios precoces de la progresién tumoral®>#. Este gen codifica la
proteina pl6, inhibidora de quinasas ciclina-dependientes, y cuya deleccién ha sido
descrita como punto critico en el desarrollo y progresién del CECC?*328° E| gen CTNNBI
localizado en 3p22 codifica la catenina beta-1, proteina de unién de las membranas
epiteliales que permite la adhesién intercelular, la comunicacion de sefiales con las
células vecinas y el anclaje a la actina del citoesqueleto!™ 01142 E| gen EMST codifica
la cortactina, proteina del citoesqueleto que regula la migracién celular. Su
sobreexpresién incrementa la movilidad celular y la capacidad metastdtica**'*3. Estos
tres genes alterados se han descrito como eventos precoces en el modelo de progresién
tumoral en CECC 892 En nuestra serie, al tratarse de tumores avanzados, tiene
sentido encontrar dichas alteraciones génicas con tan alta frecuencia.

Para conocer el patrén de alteraciones asociado a metdstasis ganglionares fue
preciso estudiar las diferencias entre cada metdstasis ganglionar y el tumor primario
que la origind. Entre las pérdidas destacaron los genes CTNNBI, LMNA, MFHS1, IGFIR,
RECQL4 y RENTZ, todos ellos estadisticamente significativos (Tabla XXXII). La
pérdida del gen CTNNBI presentd un incremento muy significativo entre la metdstasis
ganglionar y el tumor primario que la origind. El resto de los genes, con incrementos
significativos aunque con bajos porcentajes de alteracidn, se localizaron en regiones
cromosémicas con pérdidas ya descritas por nhosotros (Tabla XVIII) o por otros
autores®®107110131 56o en el caso del gen LMNA no hemos observado alteraciones en la
regién cromosémica donde se localiza (1q21).

Entre las ganancias mds frecuentes, que presentaron significacion estadistica
en las metdstasis ganglionares con respecto a sus tumores primarios, destacaron los
genes CDKNZ2D, N33 y TP53 exén 8 (Tabla XXXIII). La interpretacién de estas
ganancias resulta dificil de explicar. Los 3 genes han sido identificados como genes
supresores y su alteracién deberia estar asociada a pérdidas y no a ganancias. El N33,
localizado en la regién cromosémica 8p22, codifica una proteina encontrada en tejidos
de préstata, pulmén, higado y colon'*. Su deleccién se ha asociado a tumores de
préstata metastdticos>****, Nosotros también hemos observado pérdidas de este gen en
los tumores primarios metastdticos y en las metdstasis ganglionares, pero al comparar
las metdstasis ganglionares con el fumor primario que la originé fueron las ganancias las
que mostraron un incremento significativo (Tablas XXV y XXVI). EI COKNZD es el gen

112



que codifica la proteina p19, que forma un complejo enzimdtico con quinasas ciclina-
dependientes, regulando el ciclo celular. Su deficiente funcionamiento estaria
relacionado con su pérdida, pero ho con su ganancia, como nosotros hemos detectado. La
pérdida de TP53 se observa como un cambio mds tardio en el proceso de progresién del
CECC y de otros tumores?**%°7%% Una posible explicacién a esta discrepancia entre las
ganancias encontradas en estos 3 genes asociadas a las metdstasis ganglionares, en vez
de las pérdidas esperadas, podria ser que en la regidn cromosémica donde se localizan
los genes existan oncogenes que al alterarse modifican toda la regién cromosémica y
hace que estos genes supresores se detecten como ganancias en las metdstasis

ganglionares.

Ninguna de las alteraciones génicas de los tumores primarios mostré correlacién

estadisticamente significativa con las variables clinico-patolégicas de localizacién

tumoral y grado de diferenciacion histoldgico. Por el contrario, la pérdida de N33y TP53
exén 9 y las ganancias de EMS1y CCNDI se correlacionaron de forma estadisticamente
significativa con los estadios avanzados del tumor (Tabla XXXIV). Ademds, la pérdida de
N33, TP53 exones 9 y 8 y STKII se correlacionaron de forma significativa con la
presencia de ganglios linfdticos positivos (Tabla XXXV).

Sélo la pérdida de N33 se encontré correlacionada significativamente con una
peor supervivencia (Figura 25), mientras que el resto de las pérdidas génicas no fueron
estadisticamente significativas (Figuras 26 y 27). El gen N33 ha sido asociado al
desarrollo de metdstasis en tumores de préstata y también la regién cromosdémica donde
se localiza (8p21-23) ha sido correlacionada con una peor supervivencia para este tipo de
tumores®®!*3, Podriamos concluir que N33 también tiene importancia en el desarrollo de

las metdstasis ganglionares, que condicionarian una menor supervivencia en el CLF.

En relacién con las alteraciones génicas de los tumores primarios y las variables

citométricas, Unicamente la pérdida de 7P53 exdn 8 fue estadisticamente significativa
(Tabla XXXVI). Como ya comentamos en la discusién de los datos cromosémicos, el
elevado nimero de ganancias y pérdidas cromosdémicas y génicas, tanto en ftumores
diploides como aneuploides, disminuye la posibilidad de encontrar las alteraciones
asociadas a las variables citométricas descritas. Para las metdstasis ganglionares, el
reducido nimero de muestras con datos citométricos no permite realizar una correlacién

adecuada con las alteraciones génicas detectadas.
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Nuestros resultados génicos obtenidos por MLPA son equiparables a los
cromosodmicos obtenidos por CGH, pero no podemos decir que una téchica sea mejor que
la otra, aunque si que son complementarias. La CGH es una técnica de “screening” de todo
el genoma y detecta alteraciones en regiones cromosémicas de hasta un minimo de 10
Mb, donde se localizan multitud de genes® °. Con la MLPA observamos solamente
alteraciones génicas que ocurren en zonas muy concretas de 60 pb, dentro de un gen®.
Por esa razon los resultados de MLPA han sido analizados de forma independiente a los
de CGH, sin establecer correlaciones entre ellos.

Las sondas utilizadas para MLPA estdn localizadas en regiones cromosémicas
que han sido citadas en la bibliografia, pero no cubren todas las regiones alteradas en los
CECC. En las tablas XXXVIII, XXXIX y XL se exponen las regiones cromosémicas con
ganancias, amplificaciones y pérdidas mds frecuentes y las sondas génicas empleadas. El
conjunto de sondas "SALSA P084", utilizado en este estudio, presenta un mayor nimero
de genes supresores que de oncogenes. Por ello, muchas regiones cromosémicas con
ganancias no se reflejan en los resultados obtenidos, como 3q, 5p y 18p, descritas en la
bibliografia y asociadas a la progresién tumoral en el CECC!2132146.147.148

Para las regiones cromosdmicas 3q25-27, 7q21-31, 5p12-14, 8qll-qter y 18pll-
pter, detectadas en nuestro estudio, no se han desarrollado adn sondas sobre genes
candidatos concretos y queda un vacio de informacién sobre el patrén génico del tumor
primario y de su correspondiente metdstasis ganglionar. Sin embargo, sabemos que en
3q26-qter se encuentra el gen PIK3CA que codifica la proteina PI3-K, asociada con la
proliferacién y migracién celular en estadios iniciales del CECC®***°. También en 3q26-
gter encontramos el gen ATR y en Bplb el ATERT, que codifica para la subunidad
catalitica de la telomerasa, asociada con la inmortalidad celular. En 18p se han
identificado recientemente varios genes candidatos en el desarrollo del cdncer de
eséfago como YESI, TYMS, HEC'y TGIP*Y. No obstante, para las otras regiones

cromosémicas los genes candidatos estdn aun por identificar.

A modo de reflexidn sobre el modelo tedrico planteado en este estudio y como
resumen final, previo a las conclusiones, cabria pensar que las células normales adquieren
un fenotipo maligno debido a cambios en las funciones de proliferacién y diferenciacion
celular, apoptosis, invasién e inmunidad. La alteracién y sobrexpresién de determinadas
proteinas provocaria un aumento de la inestabilidad genética, estimulando el desarrollo
de mds alteraciones génicas y cromosémicas®*>?*%3 Para algunos investigadores la

capacidad del tumor para evolucionar hacia metdstasis seria una adquisicion tardia en la

114



progresién tumoral. Sin embargo, es posible que pueda estar presente ya en fases
tempranas de la carcinogénesis, aunque su fenotipo metastdtico no se manifieste hasta
fases avanzadas (Figura 7)*#3445!  Nuestros datos confirman la presencia de
alteraciones génicas especificas en las metdstasis ganglionares, a la vez que detectamos
cambios comunes entre el tumor primario y su metdstasis. Cabria pensar que el clon
celular que origina las metdstasis se desarrolla en el tumor primario junto a otros clones
celulares con los que posee alteraciones comunes, pero ftambién cambios genéticos
especificos que le darian la capacidad para desplazarse hacia los ganglios linfdticos. Una
vez alli, debido a los cambios comunes con el tumor primario, se produciria la invasién
local de los ganglios linfdticos. En nuestro estudio encontramos como las alteraciones
génicas en COKNZA, CTNNB1y EMS1son comunes entre fumores primarios y metdstasis
ganglionares. Este hecho confirma el desarrollo comin de clones celulares con las
mismas alteraciones. Sin embargo, los cambios asociados a los genes N33, TP53 exén 9y
CDKNZD se han observado en las metdstasis ganglionares y podrian ser la causa de que

las células tumorales adquieran capacidad para diseminarse por via linfdtica.
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X. Conclusiones

1- Los pacientes estudiados tenian unas caracteristicas clinico-patoldgicas y
citométricas similares a las de los CLF, correlacionando, de forma significativa, las
metdstasis ganglionares y los estadios avanzados con la supervivencia.

2- Todos los tumores primarios presentaron gran niimero de alteraciones cromosémicas,
destacando las ganancias en las regiones 3q25-27, 7q21-31, 8ql1-qter, 5p12-14, 11q11-
13, 2q24-32, 12p11-12, 17q11-23, 6q12-15, 4q12-13 y 18pll-pter; las amplificaciones en
3926-qter, 1113, 1122, 3q12-13, 8924.3, 2q32-33, 18p11.3, 18q11.2, 1p31, 4q11-13,
5pl11-14, 8p11, 13g33-34, 22q13, las 8 dltimas descritas por primera vez; y las pérdidas
en 3p13-24, 11q23-25, 4p15-16, 18q21-23, 5q31-35, 8p21-22, 21922, 17p12-13, 44q31-
34y 9p21-23.

3- De todas las alteraciones cromosémicas sélo la amplificacién en 11q13 se asocié de
forma significativa con el estadio fumoral avanzado y las metdstasis ganglionares,
aunque ho con la supervivencia.

4- Los tumores primarios de nuestra serie presentaron como alteraciones génicas mds
frecuentes las pérdidas en COKNZA y MLHI (154pb) y las ganancias en CCNDI 'y
EMS1, mientras que en las metdstasis ganglionares lo fueron las pérdidas en CTNNB!
y COKN2A'y las ganancias en CCNDIy EMSI.

5- Los tumores primarios metastdticos presentaron un patrén génico diferente de los no
metastdticos con pérdidas en los genes 7P53 (exones 8 y 9), N33y STKIL.

6- Las metdstasis ganglionares presentaron un patrén génico diferente del grupo
completo de los tumores primarios con pérdidas en CTNNBI, RB1, MFHASI, PTPNI,
NRAS, LMNA, CDHZy RENTZ2y ganancias en STK11, I6SF4y N33.

7- En los pacientes con tumor primario metastdtico y su correspondiente metdstasis
ganglionar la pérdida de CDKNZA y la ganancia de EMSI fueron alteraciones génicas
comunes, siendo el patrén génico metastdtico el de las pérdidas en CTNNBI, LMNA,
MFHASI, IGFIR, RECQL4y RENTZYy las ganancias en COKNZD, N33y TP53 (exén 8).

8- Los fumores con estadios avanzados se correlacionaron con pérdidas génicas en N33y
TP53 (exdhn 9) y ganancias en EMS1y CCNDI, mientras que los ganglios metastdticos lo
hicieron con pérdidas en N33, TP53 (exones 8 y 9) y STKII La supervivencia sélo se
correlaciond con la pérdida en N33.

9- Por (ltimo, la carencia de sondas génicas adecuadas sobre algunas regiones
cromosémicas en ganancia o amplificacién (3q12-13, 3q26-qter, 5p11-14 y 18pl1l-pter)

resta informacion sobre otros posibles genes asociados al patrén metastdtico.
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XI. Perspectivas futuras

El trabajo desarrollado en esta tesis doctoral sigue la linea de investigacién de
nuestro grupo, iniciada hace mds de 20 afios, en el estudio de los CECC. Durante este
tiempo se han realizado importantes avances en los procedimientos de diagndstico y
tratamiento, pero la supervivencia casi no se ha modificado debido, entre otras posibles
explicaciones, a que la enfermedad se diagnostica en estadios avanzados**”. Ademds, el
consumo de tabaco y alcohol no ha disminuido, a pesar de ser factores reconocidos de
alto riesgo en los CLF, siendo su abstinencia, una de las medidas de prevenciéon mds
eficaces.

En el grupo de pacientes estudiados hemos encontrado mdltiples alteraciones
cromosémicas y génicas, algunas ya descritas, pero otras nuevas, que se han asociado a
las diferentes etapas del desarrollo del fumor, principalmente en la fase hacia
metdstasis ganglionar. Estas alteraciones han definido un patrén genético muy complejo
por la cantidad de alteraciones detectadas (Figura 14). El modelo de progresion tumoral
se basa en la acumulacion de alteraciones desde las lesiones preinvasivos hasta el
carcinoma invasivo metastdtico?*'¢?, En nuestro trabajo todos los tumores son invasivos
y un buen nimero metastdticos, de ahi la gran cantidad de alteraciones encontradas. La
definicién de un patrén metastdtico se estd utilizando en la actualidad para el pronéstico
del cdncer de mama, donde las metdstasis juegan un papel decisivo en la supervivencia,
pero en el CECC adn no ha tenido una aplicacién clinica™. Una linea de investigacion
futura, muy prometedora, que permitiria esclarecer este entramado de alteraciones en
el modelo de progresién tumoral, seria el estudio genético de las formas preinvasivas,
incluso en sujetos sanos pero expuestos a factores de riesgo, como el tabaco, donde
cabria esperar menos cambios, aunque decisivos para identificar mejor los genes
implicados en el inicio y propagacién del proceso tumoral y en el desarrollo de segundas
neoplasias en la VAS™.

En este sentido, la técnica de MLPA realiza un estudio génico de calidad
utilizando muy poca muestra de tejido, que en las lesiones precoces, es un factor critico
y limitante en el uso de otras técnicas que necesitan mds material, como la C6H®89%,
Sin embargo, la MLPA tiene como importante desventaja el nimero limitado de genes
que puede estudiar. Seria hecesario disefiar grupos de sondas mds especificas que
cubran con mayor precision los genes que se encuentran en las regiones cromosémicas
alteradas descritas previamente por CGH.

Otro aspecto interesante, que ha sido descrito en nuestro estudio cromosémico,

pero que deberiamos profundizar con otros procedimientos, es el de la rotura
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centromérica y la formacién de isocromosomas y su implicacién en la progresion tumoral
y en el prondstico®7°,

La definicién de un perfil genético también dirigird y serd la llave de futuros
estudios sobre la expresién proteica de los genes implicados en el desarrollo del CECC,
aunque, con la leccion aprendida, dariamos prioridad al estudio de las lesiones
preinvasivas.

Todos estos futuros esfuerzos contribuirdn al desarrollo de una terapia

molecular aplicada a mejorar la supervivencia de nuestros pacientes.
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