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Abreviaturas

ABREVIATURAS

ADN -  Acido dexosiribonucleico

ARN -  Acido ribonucleico

BAC -  Cromosoma bacteriano artificial

CDI —  Carcinoma ductal infiltrante

CGH -  Hibridacién gendmica comparada

CISH —  Hibridacién in situ cromogénica

CMF - Ciclofosfamida-metrotexato-fluorouracilo

CNV  —  Copy number variation

CTC -  Célulatumoral circulante

DCIS -  Carcinoma ductal in situ

EGFR -  Gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico, también
conocido como ERBB, HER1, ERBB1. Codifica para la proteina
EGFR.

ER —  Receptor de estrégenos

FISH —  Hibridacién in situ fluorescente

GC —  Ganglio centinela

GST -  Gen supresor de tumores

GH —  Grado histolégico

HER2 -  Gen del receptor epidérmico humano, también conocido como
ERBB2, HERZ/neu. Codifica para la proteina ERBB2.

A —  Inhibidor de aromatasa

IHQ —  Inmunohistoquimica

MISS -  Senalizacidn esteroidea iniciada en la membrana

NISS -  Senalizacidn esteroidea iniciada en el nucleo

NMM —  Neoplasia mamaria maligna

TDLU -  Unidad l6bulo-ductal terminal

TE —  Terapia endocrina

TH —  Tipo histolégico

TMA - Microarray de tejido

TNM -  Tamano tumoral, afectacion ganglionar, metastasis

PR —  Receptor de progesterona

SERD -  Disminuidor selectivo del receptor de estrégenos
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Abreviaturas

SERM -
sG -
SLE -
SORI -
sP -

Modulador selectivo del receptor de estrégenos
Supervivencia global

Supervivencia libre de enfermedad

Smallest overlapping region of imbalance

Sangre periférica
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1. INTRODUCCION

“La parte mas dificil consiste en decidirse!...después...todo es cuestion de

empezar!”
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Introduccion

1.1. Aspectos generales del cancer de mama

El cancer de mama es una de las neoplasias mas frecuentes y la primera
causa de muerte entre la poblacion femenina en los paises industrializados,
encontrandose Espafia en la misma situacion (1). Asociado con el estilo de vida
occidental, las tasas de incidencia més elevadas se encuentran en los paises con
economias muy desarrolladas, que se suman a otros factores de riesgo ya conocidos

como una temprana menarquia y una tardia concepcion (2).

La mayoria de los canceres de mama se desarrollan en mujeres sin
antecedentes familiares y se consideran por ello esporadicos. Sin embargo, un 15%-
20% de los canceres de mama se asocian a antecedentes familiares, aunque todavia
se desconoce en qué medida esta agregacién familiar es fruto del azar, de una
susceptibilidad genética, de determinados factores ambientales o de alguna
combinacion de todos estos factores. En estos casos hablamos de canceres de mama
familiares. Por otro lado, alrededor de un 5-10% de los canceres de mama se
atribuyen a mutaciones en la linea germinal en genes de herencia autosémica
dominante con penetrancia elevada, como son el BRCA71 y BRCA2. Estos son
canceres de mama hereditarios, cuya aparicién generalmente tiene lugar a edades
muy tempranas y/o esta asociada a antecedentes familiares muy importantes (3).

La deteccion precoz y los ultimos avances en el tratamiento del cancer de
mama han provocado una reduccién en las tasas de mortalidad y un aumento de la
supervivencia total, en la mayoria de los paises mas afectados por esta patologia. No
obstante la incidencia de céncer de mama estd incrementdndose en casi todo el
mundo debido al aumento de factores de riesgo tales como una dieta inadecuada, el
consumo de alcohol, la obesidad, y una disminucién de la actividad fisica (1).

La introduccién y aplicacién de técnicas de citogenética y biologia molecular al
estudio de neoplasias humanas entre ellas el cAncer de mama, ha permitido la mejora
del pronéstico y prediccidn de respuesta a diferentes tipos de tratamiento por medio de
la utilizacién de marcadores tumorales especificos, asi como un mejor entendimiento
de los mecanismos de formacién, crecimiento, actuacion y diseminacion de este tipo

de tumores (4).

1.1.1. Epidemiologia

El cancer de mama es un problema de salud publica de gran relevancia a
escala mundial, tanto por su alta incidencia como por la mortalidad que ocasiona.
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Constituye el cancer mas comun de afectacién femenina, comprendiendo hasta un
23% de todos los canceres que afectan a esta poblacion, y el segundo mas comun al
ser considerados ambos sexos (Fig. 1). En el afno 2002, la incidencia mundial de la
enfermedad ascendié a 1,15 millones de nuevos casos, de los que mas de la mitad
pertenecian a paises industrializados (1, 5). En parte, la elevada incidencia de cancer
de mama que se da en las zonas mas desarrolladas del mundo es debido a la
existencia de programas de cribaje que permiten detectar de forma muy temprana
canceres invasivos. Por el contrario, la incidencia es menor en el este de Europa,
Sudamérica, Africa y oeste asiatico, alin asi en estas areas geogréficas sigue

representando el cancer femenino mas comun (6) (Fig. 1).
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Fig. 1. lzquierda: incidencia anual estimada de los principales canceres en el mundo. Afo
2002. Numero de casos en miles. Derecha: tasa de incidencia del cancer de mama en el

mundo. Ao 2002. Numero de casos por cada 100.000 habitantes.

Espafa presenta una incidencia de 16.000 casos nuevos al afno, lo que
representa casi el 30% de todos los tumores del sexo femenino del pais. La mayoria
de los casos se diagnostican entre los 35 y los 80 afios, con un maximo entre los 45 y
los 65 anos. Existe una distribucion geografica de incidencia notablemente variable
segun las provincias. Asi en Catalufia la tasa de incidencia es de 83,9 casos/100.000
habitantes, mientras que la media nacional se situa en 50,9 casos/100.000 habitantes
(Fig. 2).

Los avances logrados en el diagnéstico y tratamiento han conseguido aumentar
la supervivencia relativa; hoy en dia constituye el cancer que mas prevalece en el
mundo y se estima que actualmente hay una prevalencia de mas 4,4 millones de
mujeres supervivientes diagnosticadas de cancer de mama en los ultimos 5 afos. A

pesar de esto, la mortalidad global no ha descendido como se esperaba, debido
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preferentemente al incremento de su incidencia en la mayoria de paises,

especialmente en aquellos donde las tasas eran inicialmente bajas (7).
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Fig. 2. Tasas de incidencia de cancer de mama de registros espafnoles (casos por cada

100.000 habitantes), con el valor maximo y minimo de Europa y el mundo (afios 1993-1997).

La mortalidad en Espanfa es de las mas bajas dentro del conjunto de todos los
paises desarrollados: la tasa ajustada obtenida en 2002 fue de 15,9
fallecimientos/100.00 habitantes/afio. Fallecen unas 6.000 mujeres al ano, lo que
representa el 16,7% de todos los fallecimientos por cancer del sexo femenino en

nuestro pais (Fig. 3).
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Fig. 3. Evolucién del nimero estimado de nuevos casos y del nUmero de muertes por cancer

de mama en Espana.

La media por fallecimiento por cancer de mama es de 66 afios. Gran Canaria
es la provincia con mayor mortalidad y Navarra la comunidad auténoma donde el
descenso de la mortalidad desde 1992 es mas acusado, seguramente debido al hecho
de que sea la primera comunidad que implant6 un programa de diagnéstico precoz, en
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1990. Se estima que en Catalufa una de cada 11 mujeres padecera cancer de mama
durante su vida y una de cada 33 morira a causa de él (8).

1.1.2. Factores de riesgo genético

Los factores genéticos contribuyen aproximadamente en un 5-10% de todos los
canceres de mama, pero representan el 25% de los casos diagnosticados antes de los
30 anos (9).

Un 30-40% de los canceres hereditarios de mama son debidos a alteraciones
en el gen BRCAT1, localizado en 17g21; mientras que un 10-30% se deben a
alteraciones en el gen BRCAZ2, localizado en 13g12.3.

Los canceres familiares de mama y de ovarios relacionados con estos dos
genes muestran un patron de herencia autosémica dominante provocado por
mutaciones en BRCA1 o0 en BRCA2. Ambos genes intervienen en el mantenimiento de
la estabilidad gendémica y actian como genes supresores de tumores (GSTs) (10).

Estudios clinicos basados en miembros de riesgo de familias con canceres de
mama hereditarios estiman que el riesgo de desarrollar cancer de mama hacia los 70
anos es de un 78% en portadores de mutaciones de BRCAT1 y de un 80% en el caso
de BRCA2. Los canceres de mama que se desarrollan a partir de mutaciones en
BRCA1 o BRCAZ se caracterizan por debutar a temprana edad (46 afos de media) en
comparacion con los canceres esporadicos (54 afios de media) (11).

Histolégicamente, el cancer de mama asociado a BRCA1 presenta una elevada
frecuencia de carcinoma del tipo sélido tubular. Algunos estudios no han encontrado
diferencias entre los canceres relacionados con BRCA1/2 y los esporadicos (12),
mientras que otros han observado una relativa alta frecuencia de carcinoma medular
en los relacionados con BRCA1/2 (13, 14).

Ademas de BRCA1/2, alteraciones en otros genes pueden estar involucradas
en algunos canceres de mama hereditarios, pero no de forma tan relevante. Son de
destacar los genes: ATM, CHEKS3, P53y PTEN (15).

1.1.3. Crecimiento y diseminacion tumoral

Se ha propuesto una gran variedad de modelos diferentes que intentan explicar
la historia 0 el curso natural del cancer de mama. Estos incluyen los modelos
descritos por Speer et al. (16), Norton'y Simon (17), Spratt et al. (18), Koscielny et
al. (19).

El modelo Gompertz, descrito inicialmente por Norton y Simon (20) ha
constituido durante mucho tiempo la base descriptiva de los modelos de crecimiento
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de los tumores solidos, incluyendo los mamarios. Este modelo es una variante del
modelo exponencial, al que le afiade una disminucién de la tasa de crecimiento con el
paso del tiempo. Esta desaceleracidén provoca que el cancer se aproxime finalmente a
un tamano limite, atribuible a muchos factores que incluirian la hipoxia o la falta de
nutrientes. El origen de este modelo es una variedad de estudios realizados in vivo en
los que la ecuacion de Gompertz describe de forma mas exacta las dindmicas de
crecimiento tumoral (20, 21).

Speer et al. (16) observaron que la duracién subclinica de crecimiento al que
se refiere la ecuacion original de crecimiento de Gompertz era demasiado corta
(aproximadamente 4 semanas). También Heuser et al. (22), a partir de los datos
clinicos de una serie mamografica, obtuvieron el hecho de que nueve de 109 canceres
de mama sin tratar no presentaban crecimiento después de un ano de ser detectados,
y que por lo tanto la ecuacion original de Gompertz no podia ser aplicada a esta fase
latente. Ademas, desarrollaron un nuevo modelo, basado en el de Gompertz, con un
crecimiento tumoral por fases que podia incluir una fase latente sin crecimiento alguno.
Retsky et al. (23) revisaron la literatura existente y describieron una gran variedad de
casos clinicos en los que el modelo tradicional exponencial no correlacionaba con los
datos previamente analizados. Por todo ello, se concluy6 que los modelos necesitarian
incluir algun tipo de fase latente y fases de crecimiento acelerado que formarian parte
del proceso completo del desarrollo tumoral.

Uno de los mayores impedimentos para el desarrollo de un buen modelo de
crecimiento tumoral de cancer de mama es la falta de datos representativos de todo el
proceso de formacién y desarrollo de este tipo de tumores. Este hecho dificulta el
poder determinar si el crecimiento de un tumor primario de mama es una funcién
continua o si por el contrario se lleva a cabo en ciertos momentos desde su debut
inicial, interrumpidos por periodos de latencia (24).

Por lo que respecta a la diseminacién tumoral, existen dos vias preferentes a
través de las cuales las células tumorales pueden alejarse del tumor inicial y ser
causantes de metastasis mamarias principalmente en hueso, pulmoén, higado vy
cerebro. La diseminacién tumoral puede tener lugar a través del sistema circulatorio
que irriga el tejido mamario circundante al tumor o en general de todo el parénquima
mamario, y por otra parte a través del sistema linfatico. No obstante, la falta de un
flujo directo del sistema linfatico al resto de 6rganos provoca que las células tumorales
que se escapan via linfatica deban en ultimo término entrar igualmente en el sistema

vascular para poder ser distribuidas a su hipotético érgano diana (25).
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Los lugares de mayor frecuencia de diseminacion regional linfatica son los
ganglios axilares, los ganglios mamarios internos, los ganglios supraclaviculares y los

ganglios infraclaviculares (26, 27) (Fig. 4).
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Fig. 4. Ganglios linfaticos adyacentes al area mamaria. Supraclavicular node: ganglios
supraclaviculares. Infraclavicular (subclavicular) node: ganglios infraclaviculares. Axillary node:
ganglios axilares. Collarbone: clavicula. Internal mammary node: ganglios internos mamarios.

Lymph vessel: vasos linfaticos.

- Ganglios axilares: cadena de ganglios desde la axila hasta la clavicula
que recibe la mayor parte del drenaje linfatico mamario. El nimero de
ganglios generalmente oscila entre 30 y 50. Los ganglios axilares estén
divididos en tres niveles dependiendo de lo cerca que estén del musculo
pectoral (Fig. 5):

» Ganglios del nivel 1: en la axila inferior, por el borde exterior del
musculo pectoral menor; reciben la mayoria del flujo linfatico del
seno.

» Ganglios del nivel 2: en la axila media, entre los bordes medios y
laterales del musculo pectoral menor; reciben el flujo de los ganglios
del nivel 1 y algo del flujo del seno y de la pared toracica.

> Ganglios del nivel 3: en la axila superior, por debajo y cerca del
centro de la clavicula, encima del &rea mamaria y a través del borde
interno del musculo pectoral; reciben el flujo de los ganglios de los
niveles 1y 2, de la parte superior del seno y la pared toracica.
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level Il (high axilla)

level Il (mid axilla)

level I (low axilla)

armpit (axilla)

Fig. 5. Ganglios linfaticos axilares: Level | (low axilla): ganglios axilares del nivel |. Level Il (mid

axilla): ganglios axilares del nivel Il. Level lll (high axilla): ganglios axilares del nivel lll.

- Ganglios mamarios internos: en el pecho junto al esternon.
- Ganglios supraclaviculares: encima de la clavicula.
- Ganglios infraclaviculares: debajo de la clavicula; son poco frecuentes.

En el cdncer de mama, el estudio de la diseminacion tumoral tradicionalmente
se ha centrado en la metéstasis ganglionar axilar, por ser la mas frecuente. Los
ganglios axilares del nivel 1 son los que generalmente quedan afectados en primer
lugar. Con frecuencia durante la cirugia se extraen los ganglios axilares de los niveles
1 y 2. Estos ganglios se examinan bajo el microscopio para asi poder encontrar
posibles rastros de diseminacion tumoral. Si se encuentran células tumorales, existira
una elevada probabilidad de que el cancer se haya podido extender a otras partes del
cuerpo.

Actualmente la biopsia del ganglio centinela (GC) es una técnica que se utiliza
como primer método para la determinacion de la afectacion ganglionar axilar, y que se
realiza de forma previa a la posible extraccion quirirgica del tumor y o de grupos
ganglionares (28). Esta técnica permite mediante la utilizacion de un colorante
bioldgico (azul isosulfan) la deteccién del GC, es decir, del primer ganglio que recibiria
hipotéticamente el drenaje linfatico de forma natural y por lo tanto recibiria las células
que podrian diseminarse del tumor primario. Si este ganglio no presenta infiltracion
tumoral, significa que el resto de ganglios tampoco estan afectados. EI GC suele
formar parte de los ganglios axilares, no obstante puede presentar una localizacion
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diferente en cada mujer. Este procedimiento disminuye el niumero de ganglios
linfaticos a extraer, reduciéndose asi el riesgo de infeccidn y linfedema (inflamacion del
brazo) (28).

Durante décadas se pens6 que la dispersién tumoral en el cancer de mama se
producia en primer lugar hacia los ganglios linfaticos antes de llegar al torrente
sanguineo. Sin embargo, actualmente es un hecho demostrado que hasta un 30% de
los pacientes que no muestran afectacién ganglionar, desarrollaran metastasis en un
periodo inferior a 5 afos (29, 30). Por esta razdn, en la actualidad se esta realizando la
puesta a punto de técnicas de deteccion de células tumorales circulantes (CTCs) en
sangre periférica (SP), asi como el estudio de su valor diagnéstico y pronéstico (31).

1.1.4. Marcadores tumorales

Un marcador tumoral (también llamado marcador biolégico o biomarcador) es
una molécula, sustancia o proceso que esta alterado cuantitativamente o
cualitativamente en una condicion precancerosa 0 cancerosa detectable por una
prueba. Esta alteracion puede ser producida por el mismo tumor o por el tejido normal
circundante como respuesta a la lesion tumoral. Inicialmente la idea de marcador se
asocidé a productos de secrecidn; es decir, a sustancias que sintetizadas y liberadas
por la célula tumoral pasarian a un liquido biolégico donde podrian ser cuantificadas.
Asimismo, se incluian otras cuyo origen residiria en el huésped donde se asienta el
tumor, reflejando preferentemente fenédmenos de tipo inmunoldgico o desconocido
(32).

En 1846, Bence-Jones, citado por Solomon et al. (33) describe la precipitacion
de una proteina en orina de enfermos con melanoma. Esta resulta ser una
inmunoglobulina monoclonal de cadena ligera, identificada como el primer marcador
tumoral. Muchos anos después de este descubrimiento, entre 1928 y 1963, se
identificaron numerosas hormonas, enzimas, isoenzimas y otras proteinas que en
condiciones de malignidad alteran sus concentraciones en fluidos corporales. Una de
estas enzimas fue la fosfatasa acida que sirve de marcador tumoral del cancer de
préstata desde 1930. Entre 1963 y 1965 se descubrieron los dos marcadores
tumorales mas utilizados en la actualidad, para hepatoma y cancer colorectal: la
alfabetoproteina y el antigeno carcinoembrionario respectivamente (34).

Desde entonces, y especialmente en los ultimos afos, tras la introduccion y
aplicacién de las modernas técnicas inmunolégicas, bioquimicas y de biologia celular y
molecular, que han permitido el descubrimiento de nuevos marcadores cancerigenos,
el concepto de marcador se amplié notablemente, incluyendo todas las estructuras de
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la célula transformada y los cambios que experimenta el tumor a lo largo de su
evolucion hasta la metéstasis, ya sean enzimas, hormonas, neurotransmisores y sus
metabolitos, proteinas, receptores celulares, acidos nucleicos...No es extrafo, pues,
qgue ciertos términos y técnicas hasta ahora relegadas a laboratorios de investigacién
basica, comiencen a ser introducidos en la practica hospitalaria (34, 35).

En 1996, The American Society of Clinical Oncology (ASCO) publicé por
primera vez los protocolos a seguir sobre el uso de marcadores en cancer de mama,
basados en la evidencia clinica descrita hasta el momento. Desde entonces, el comité
que se encarga de la actualizacion de los datos, formado a partir del comité de
expertos reunidos inicialmente, actualiza cada cierto tiempo estos protocolos o
practicas a seguir (36). En el ano 2007, mediante el uso de busquedas
computerizadas en la literatura del MEDLINE y en la Cochrane Collaboration Library,
el comité revisé y analizé la informacion existente desde 1999, centrandose en las
revisiones y meta-analisis de estudios publicados sobre marcadores tumorales. Las
recomendaciones se basaron en la observacion de diversos parametros clinicos como
la supervivencia total, la supervivencia libre de enfermedad, la calidad de vida, la
toxicidad y la relacién coste-eficacia del tratamiento, entre otros (37).

De las 13 categorias de marcadores tumorales mamarios considerados en el
2007 (Tabla 1), seis fueron incluidos por primera vez respecto a la revisiéon anterior en
el afno 2000 (Tabla 2).
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TABLA 1. Marcadores tumorales mamarios que mantienen las recomendaciones establecidas previamente en ediciones anteriores a la celebrada en 2.007.

Marcador Tumoral

No recomendado

Recomendado

CA 15-3, CA 27-29 (37-41)
(Circulante)

- Marcadores séricos que miden el
MUC-1 circulante en sangre periférica

- De un 75 a un 90% de pacientes con
metastasis presentan niveles elevados

- Exploracion, diagndéstico,
estadiaje, pronéstico o
supervivencia

- Seguimiento y
tratamiento Unicamente
con su determinacion

- Seguimiento de pacientes con enfermedad
metastasica durante el periodo de administraciéon
de terapia, junto con el uso del diagnostico por
imagen, historial y examen fisico. En estos
casos, niveles elevados indicarian una respuesta
deficiente al tratamiento

CEA (Antigeno
carcinoembrionario) (36,
37, 42-45)

(Circulante)

- EI CEA es una proteina integral de
membrana de la familia de las
inmunoglobulinas.

- Detectada en suero por
radioinmunoensayo

- Exploracion diagnostico,
estadiaje, pronéstico o
supervivencia

- Seguimiento de pacientes con enfermedad
metastasica durante el periodo de administracién
de terapia, junto con el uso del diagnostico por
imagen, historial y examen fisico

- Si los niveles detectados de MUC-1 fueran
elevados, el uso de CEA no seria necesario; en
caso contrario, su deteccion podria aportar
informacién clinica suplementaria de respuesta
al tratamiento

ER (Receptor de
estrégenos) y PR
(Receptor de
progesterona) (37, 46-49)
(Tejido)

- Asociados con pronéstico favorable y
altamente predictivos de respuesta a
tratamiento endocrino tanto en terapia
adyuvante como en metastasica

- Exploracion, estadiaje,
prondstico, supervivencia
0 seguimiento en mujeres
con carcinoma ductal in
situ candidatas a terapia
hormonal

- Diagnostico y planificacion del tratamiento en
todos los canceres primarios invasivos y en las
lesiones metastasicas si se viera influenciada la
terapia a escoger

Marcadores de
proliferacion por
citometria de flujo de
ADN (37, 50)

- Determinaciéon de la fraccion celular
en fase S como uno de los principales
marcadores de proliferacion

- Exploracion, diagndéstico,
estadiaje, pronéstico,
supervivencia o
seguimiento

(Una elevada presencia de marcadores de
proliferacion correlaciona con un mal prondstico
en pacientes sin tratar, y puede que con un
mayor beneficio de la administracién de
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(Tejido)

- Variabilidad de
protocolos e interpretacién
de resultados

quimioterapia. Marcador no aceptado
oficialmente)

Marcadores de
proliferaciéon por IHQ (37-
50): Ki67, Ciclina D,
Ciclina E, p27, p21,
timidina quinasa,
topoisomerasalll...
(Tejido)

- Enzimas comunes que intervienen en
el metabolismo del ADN, en la
modificacién del mismo y en puntos de
control del ciclo celular

- Exploracion, diagnéstico,
estadiaje, prondstico,
supervivencia o
seguimiento

- Variabilidad de
anticuerpos y protocolos
utilizados y analisis de
resultados

(Una elevada presencia de marcadores de
proliferacion correlaciona con un mal prondéstico
en pacientes sin tratar, y puede que con un
mayor beneficio de la administracién de
quimioterapia. Marcador no aceptado
oficialmente)

HER2 (37, 51-62)
(Tejido)

- Miembro de la familia de receptores
de factores de crecimiento epidérmicos
(EGFR), que interviene en vias de
sefalizacién relacionadas con
crecimiento y diferenciacién celular

- Amplificado y sobreexpresado en un
15-30% de nuevos casos

- Asociado a un peor pronéstico y
comportamiento tumoral mas agresivo

- Exploracion, diagnéstico,
estadiaje, prondstico,
supervivencia o
seguimiento

- Rechazo o eleccion de
terapia hormonal o terapia
adyuvante basada en
taxanos

- Planificacion de tratamiento e identificacion de
pacientes potenciales de recibir beneficio en la
practica adyuvante o para la enfermedad
metastasica de la administracion de trastuzumab
y/o de terapia adyuvante basada en antraciclinas

Dominio extracelular
circulante de ERBB2 (37,
63, 64)

(Circulante)

- Fraccién sérica del dominio
extracelular de ERBB2 asociada a un
peor prondstico

- Exploracion, diagndéstico,
estadiaje, pronéstico,
supervivencia o
seguimiento

(La utilizacién del dominio extracelular de ERBB2
como posible marcador alternativo a HERZ es
muy controvertida. La falta de estudios y
resultados consistentes dificulta su utilizacién.
Marcador no aceptado oficialmente)
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P53 (37, 65-70)
(Tejido)

- Proteina de reducida expresion en
células sanas y de expresion
aumentada en gran variedad

de lineas celulares transformadas

- Capacidad de union al ADN y
activaciéon de genes que inhiben
crecimiento y o invasion

- GST con capacidad de detencion del
ciclo celular e induccion de apoptosis

- Las alteraciones de P53 suelen ser
mutaciones puntuales en regiones
conservadas del gen o en dominios de
la proteina importantes para su funcion
o estructura. Las mutaciones sin
sentido pueden ser detectadas debido a
la pérdida de la actividad de la proteina
y a su mayor vida media evitando el
proceso de degradacion

- Exploracion, diagndéstico,
estadiaje, pronéstico,
supervivencia o
seguimiento

(Elevados niveles tisulares de P53 detectados
por IHQ, y o mutaciones o deleciones en el gen
detectadas por técnicas moleculares parecen
estar asociadas a un mal prondstico. Los
resultados de estudios recientes son
insuficientes para su uso como marcador en la
practica rutinaria y las metodologias de
deteccién limitan su utilizaciéon. Ademas, no
existen estudios prospectivos o retrospectivos
que confirmen la aplicabilidad de dichos
métodos. Marcador no aceptado oficialmente)

Catepsina D (37, 71, 72)
(Tejido)

-Aspartil-proteasa lisosomal miembro
de la familia de las peptidasas C2

- Interviene en el catabolismo celular en
los compartimentos lisosomales y en el
procesamiento antigénico y hormonal

- Parece existir una asociacion entre
niveles elevados de la proteina con la
respuesta al tratamiento y un
incremento del riesgo de recaida

- Exploracion, diagnéstico,
estadiaje, prondstico,
supervivencia o
seguimiento

(La determinacioén de la catepsina D podria tener
un valor predictivo, pero su importancia seria
relativamente pequena. Ademas los estudios

centrados en la catepsina D detectada por IHQ
son demasiado heterogéneos y sin ningun tipo
de estandarizacion. Marcador no aceptado
oficialmente)
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TABLA 2. Nuevos marcadores tumorales mamarios introducidos en la edicién del afio 2.007.

Marcador Tumoral

No recomendado

Recomendado

- Serin-proteasa que interviene en la
degradacién de la matriz

- Deteccion por ELISA para la determinacién del
pronostico en pacientes con un tumor primario sin
afectacion ganglionar

extracelular y posiblemente en la - Exploracion, e . .
miaracion ych))Iiferacién celular dia %éstico - Planificacion del tratamiento. Valores bajos de ambos
Upa y PAI-1 (37, 73-76) turgloral yp estgdiaje ’ marcadores se asocian a un menor riesgo de recaida en
" ’ . A I I ministracién imioterapia tan sél
(Tejido) - Ambas proteinas forman parte del | supervivencia o :pso?tlja?iaauidbens:iceilg (r)es? deuglu Va?é?easpe?etvaa df)g °
sistema de activacién del seguimiento . : ) : .
lasmin6aeno. relacionado con 9 determinan pacientes con un elevado riesgo de recaida y
%ecanisﬁos oie invasion con un importante beneficio de la administracion de
aNgioaénesis metéstas,is quimioterapia adyuvante basada en CMF (ciclofosfamida-
9109 y metrotexato-fluorouracilo)
] En el cancer de mama la ciclina E es cortada en
- Proteina que se expresa en la fase ( : :
G1 tardia del ciclo celular. Su - Exploracién fragmentos de bajo peso molecular que resisten a la
. L ; . o ’ inhibicién ivi r par r roteinas.
Fragmentos de Ciclina E = asociacion con CDK2 estimula la diagnéstico, bicion de su actividad por parte de otras proteinas

Ademas confieren resistencia al tamoxifen y aumentan la

(37’..77'79) aCt'V'.d;."fj quinasa y promueve la eStad'aJe’ pronostico, inestabilidad genémica. Consecuentemente, aunque
(Tejido) transiciéon celular de la fase S, supervivencia o dri derad dor d I
asegurando la divisién celular y seguimiento poaria ser considerada como un marcador e ma
oromoviendo la sintesis de ADN prondstico por el momento es necesario un mayor numero
de estudios. Marcador no aceptado oficialmente)
: , : En general los estudios realizados son capaces de
- Diferentes aproximaciones para : ( o . . .
analizar un grra)m ntmero de P - Exploracién identificar subtipos de cancer de mama atendiendo al su
A . . o ’ rén proteinico. N n nn ri n
Analisis proteémicos proteinas o de fragmentos diagndstico, patron proteinico. No obstante, son necesarios buenos

(37, 80-86)
(Tejido)

peptidicos simultaneamente.
Incluyen el ELISA multiplex, los
arrays de aptamero y el phage
display y los mayormente utilizados

estadiaje, prondstico,
supervivencia o
seguimiento

estudios prospectivos que permitan confirmar los
resultados obtenidos. Por el momento ninguna de las
técnicas ha sido suficientemente validada. Marcador no
aceptado oficialmente)
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basados en el analisis por
espectometria de masas

Andlisis
multiparamétrico de

expresion génica (37, 87-

90)
(Tejido)

- Andlisis de los perfiles de
expresion génica para una mejor
clasificacién molecular

- El Oncotype DX, el test
MammaPerint, el Rotterdam
Signaturey el Breast cancer Gene
Expresion Ratio son cuatro de los
ensayos que mas se aproximan al
cumplimiento de los controles de
ensayos de calidad y o validacion
clinica. Los dos primeros estan
comercialmente disponibles

- Exploracion,
diagndstico,
estadiaje,
supervivencia o
seguimiento

- Prediccion de
respuesta tan sélo a
tamoxifeny a
algunos otros
regimenes
quimiterapéuticos

(El Oncotype DX que mide la expresion de 21 genes
podria ser utilizado en pacientes diagnosticados de novo
con tumores de mama ER+ y con afectacion ganglionar

negativa para predecir el riesgo de recaida en los tratados
con tamoxifen, asi como para la identificacién de
pacientes que podrian evitar la quimioterapia por el poco
beneficio que recibirian de ella, y de los que recibirian un
mayor beneficio de la quimioterapia adyuvante basada en

CMF junto a tamoxifen. Todavia queda por concluir la

utilidad clinica del resto de ensayos y por el momento no
existe recomendacion del uso de ninguno de ellos.
Marcador no aceptado oficialmente)

Micrometastasis en

médula 6sea (29, 91, 92)

(MO)

- Deteccién de células epiteliales
que raramente se encuentran en la
médula ésea y por lo tanto cualquier
namero apreciable de este tipo
celular seria una muestra de la

- Exploracion,
diagndstico,
estadiaje, pronéstico,
supervivencia o

(Predicen un elevado riesgo de recaida y una peor
supervivencia en canceres de mama de estadios poco
avanzados. Pero, en la mayoria de los casos el paciente
ya presenta caracteristicas que llevaran al oncélogo a

Células circulantes
tumorales (37, 93, 94)
(CTCs)

> . seguimiento tratarlo con terapia adyuvante. Marcador no aceptado
expansion tumoral de un cancer de oy
: . oficialmente)
mama ya diagnosticado
. - Exploracion, ., , . .
- Células presentes en la sangre diagnéstico, (La deteccion de CTCs podria predecir la presencia de

que poseen caracteristicas
genéticas de un tipo especifico de
tumor, cuyo origen es incierto y
significado clinico todavia no ha
sido establecido

estadiaje, pronéstico,
supervivencia,
prediccién o
seguimiento

micrometastasis o de un tumor primario agresivo. Por el
momento los resultados obtenidos en pacientes con
cancer de poca evolucion sugieren su potencial utilidad.
Marcador no aceptado oficialmente)
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1.2. Clasificacion de las neoplasias malignas mamarias

Las neoplasias malignas mamarias (NMMs) pueden ser clasificadas atendiendo a un
elevado numero de variables. La determinacién y andlisis de todas ellas en el momento de la
deteccidén de un cancer de mama, ayudaran a la comprensién y establecimiento del tipo de
neoplasia ante el que se encuentran patdlogos y clinicos, de cual sera su hipotético
comportamiento, asi como del tratamiento més adecuado a administrar a la paciente.

Las clasificaciones mas importantes y en su mayoria aplicadas de forma rutinaria en

los centros de diagnéstico son las siguientes:

- Clasificacion clinica

- Clasificacion histologica
» Tipo histologico
» Grado histologico

- Clasificacion molecular

1.2.1. Clasificacion clinica

Los tumores de mama se clasifican segun clasificacion TNM que sigue unas reglas
generales aplicables a todos los tipos de neoplasias y otras especificas para cada una de
ellas. Sus siglas, TNM, se refieren al tamaho tumoral (T), afectacion o no de ganglios
linfaticos regionales (N) y presencia o no de mestastasis a distancia (M) (95).

La clasificacion TNM fue desarrollada entre 1943 y 1952 por el doctor Pierre Denoix
en el Institute Gustave-Roussy. Subsecuentemente, la Union Internacional Contra el
Cancer (UICC) establecié un Comité Especial de Clasificacion clinica del estadiaje bajo la
supervision del Dr. Denoix. La primera clasificacion TNM propuesta por la UICC fue aplicada
al cancer de mama y publicada en 1954. El Comité y su directo descendiente, el UICC TNM
Prognostic Factors Project, continué con el desarrollo de la clasificacion TNM para que
pudiera ser aplicada a todos los tipos de tumores malignos existentes (96). En el 2002 se
publicé la sexta y ultima edicion de la Clasificacion de los Tumores Malignos, desde que en
1968 se publicara su primera edicién (97).

A partir del sistema TNM se puede identificar el estadio clinico en el que se encuentra
el cancer detectado, es decir aporta informacion acerca del grado de extension y gravedad
del mismo, lo que facilitara en la mayoria de los casos un pronéstico y una planificacion del
tratamiento més precisos.

Los conceptos carcinoma in situ y carcinoma infiltrante también estan incluidos en el

sistema TNM, por ello es necesaria su correcta identificacién (98):
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- Carcinoma in situ: las células tumorales no atraviesan la membrana basal que
recubre el conducto mamario, sino que taponan su luz segun sea el grado de
afectacion, por lo tanto, todavia no invaden el estroma mamario adyacente (Fig. 6
(a)).

- Carcinoma infiltrante: las células tumorales invaden el estroma mamario
pudiendo provocar micrometastasis en otras zonas del tejido mamario o incluso

posteriormente metastatizar a otras zonas del cuerpo (Fig. 6 (b)).

a

Fig. 6. (a) Carcinoma in situ. Wall of duct. pared del conducto. (b) Carcinoma infiltrante. Invasive

Inwasive cancer cells
2

Wall of duct

b

cancer cells: células invasivas cancerigenas. Abreviaturas: DCIS: carcinoma ductal

Clasificacion TNM (97, 98)

T — Tumor Primario

-TX. El tumor primario no puede ser
valorado
-TO. No se demuestra tumor primario
-Tis. Carcinoma in situ
Tis (DCIS). Carcinoma Ductal in situ
Tis (LCIS). Carcinoma Lobular in situ
Tis (Paget). Enfermedad de Paget
del pezon sin tumor
Nota: La enfermedad de Paget cuando
esta asociada a un tumor mamario en
profundidad se clasifica segun el tamafo
del tumor.
-T1. £2 cm de tamario tumoral
T1mic. <1 cm en su mayor dimensién

T1a. >0,1 cm y 0,5 cm

T1b.>0,5 y<1 cm
T1c.>1cm<2cm
-T2. >2 cm <5 cm
-T3.>5¢cm
-T4. Tumor de cualquier tamarfio con
extension directa a la pared toracica
(costillas, musculos intercostales y el
musculo serrato anterior, pero no los
musculos pectorales).
T4a. Con fijacion a la pared toracica
T4b. Con edema, infiltracion de la piel
de la mama o nédulos satélites
confinados a la misma mama.
T4c. Ambas situaciones (4a y 4b)
T4d. Carcinoma inflamatorio

*T1-T4: tumores invasivos
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N — Ganglios linfaticos regionales

NX. La afectacién ganglionar no puede ser valorada

NO. No se observan o palpan adenopatias axilares

N1. Adenopatias en nédulos linfaticos axilares maviles ipsilaterales

N2. Adenopatias en nédulos linfaticos axilares fijos ipsilaterales (N2a) o en nédulos linfaticos
internos mamarios ipsilaterales en ausencia clinica evidente de afectacién axilar linfatica (N2b)
N3. Adenopatias en nédulos linfaticos infraclaviculares ipsilaterales con o sin afectacién axilar
linfatica (N3a); o en afectacion clinicamente aparente de nédulos linfaticos mamarios internos
ipsilaterales, en presencia de evidencia clinica de afectacién axilar linfatica (N3b); o en
afectacion de nédulos linfaticos supraclaviculares ipsilaterales con o sin afectacién de nédulos

axilares o internos mamarios (N3c)

M — Metastasis a distancia

MX. No se dispone de los requisitos minimos para su evaluacion
MO. Sin prueba de metastasis a distancia

M1. Con prueba de metastasis a distancia

A partir del sistema TNM se establece la clasificacion clinica del cancer de
mama, es decir se define el estadio numérico o grado de dispersion de la neoplasia

mamaria.

Estadios clinicos (96, 99)

Estadio SR* a los 5 afnos T N M
Estadio 0 100% Tis NO MO
Estadio | 100% T1 NO MO

92% TO N1 MO

Estadio lIA T4 N1 MO
T2 NO MO

Estadio IIB 81% T2 N1 MO
T3 NO MO

67% TO N2 MO

Estadio IIIA T1 N2 MO
T2 N2 MO

T3 N1, N2 MO

Estadio llIB 54% T4 | NO, N1, N2 | MO
Estadio llIC Tx N3 MO
Estadio IV 20% Tx Nx M1

*SR: supervivencia relativa
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1.2.2. Clasificacion histoldgica

Esta basada en el estudio de las caracteristicas tisulares especificas y
diferenciales que presenta la neoplasia, en comparacion con un tejido mamario normal
(tipo histolégico -TH-); ademas de su actividad y estructura celular (grado histolégico -
GH-). Esta clasificacion solamente es aplicable a las neoplasias de caracter infiltrante.

1.2.2.1. Tipo histolégico

La clasificaciéon segun el tipo histoldgico esta basada en la clasificacion de la
Organizacién Mundial de la Salud (WHO) (2).

Clasificacion histologica de tumores mamarios

Tumores epiteliales
Carcinoma ductal infiltrante, sin otra
especificacion
Carcinoma tipo mixto
Carcinoma pleomorfico
Carcinoma con células gigantes osteoclasticas
Carcinoma con caracteristicas
coriocarcinomatosas
Carcinoma con caracteristicas melanotonicas
Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma tubular
Carcinoma cribiforme invasivo
Carcinoma medular
Carcinoma mucinoso y otros tumores con
abundante mucina
Carcinoma mucinoso
Cistiadenocarcinoma y carcinoma
mucinoso de célula columnar
Carcinoma signet ring cell
Carcinoma neuroendocrino
Carcinoma neuroendocrino sélido
Tumor carcinoide atipico
Carcinoma de célula pequeria
Carcinoma neuroendocrino de célula grande
Carcinoma papilar invasivo
Carcinoma micropapilar invasivo
Carcinoma aprocrino
Carcinomas metaplasicos
Carcinomas epiteliales metaplasicos puros
Carcinoma de célula
escamosa
Adenocarcinoma con
metaplasia de células
fusiformes
Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma mucoepidermoide

Carcinoma metaplasico mixto
epitelial/mesenquimal
Carcinoma rico en lipidos
Carcinoma secretor
Carcinoma oncocitico
Carcinoma cistico adenoide
Carcinoma de célula acinica
Carcinoma de célula clara rica en glicégeno
Carcinoma sebéaceo
Carcinoma inflamatorio
Neoplasia lobular
Carcinoma lobular in situ
Lesiones proliferativas intraductales
Hiperplasia ductal usual
Atipia epitelial estrecha
Carcinoma ductal in situ
Carcinoma microinvasivo
Neoplasia papilar intraductal
Papiloma central
Papiloma periférico
Papiloma atipico
Carcinoma papilar intraductal
Carcinoma papilar intracistico
Proliferaciones epiteliales benignas
Adenosis y variantes
Adenosis esclerosante
Adenosis apocrina
Adenosis blunt duct
Adenosis microglandular
Adenosis adenomioepitelial
Lesién esclerosante compleja / cicatriz radial
Adenomas
Adenoma tubular
Adenoma lactante
Adenoma apocrino
Adenoma pleomorfico
Adenoma ductal
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Lesiones mioepiteliales
Mioepiteliosis

Adenosis adenomioepitelial
Adenomioepitelioma
Mioepitelioma maligno

Tumores mesenquimales
Haemangioma
Angiomatosis
Haemoangiopericitoma
Hiperplasia estromal pseudoangiomatosa
Miofibroblastoma
Fibromatosis (agresiva)
Tumor miofibroblastico inflamatorio
Lipoma
Angiolipoma
Tumor de célula granular
Neurofibroma
Sarcoma
Angiosarcoma
Liposarcoma
Rabdomiosarcoma
Osteosarcoma
Leiomioma
Leiomiosarcoma

Tumores fibroepiteliales
Fibroadenoma

Tumor filoide

Benigno

Borderline

Maligno
Sarcoma estromal periductal, bajo grado
Hamartoma mamario

Tumores del pezén
Adenoma del pez6n

Adenoma siringomatoso
Enfermedad de Paget del pezén

Linfoma maligno

Limfoma difuso de célula-B grande
Limfoma de Burkitt

Limfoma extranodal de célula-B de la zona
marginal del tipo MALT

Limfoma folicular

Tumores metastasicos

Tumores mamarios

masculinos
Ginecomastia
Carcinoma
Invasivo
In situ

1.2.2.1.1. Carcinoma ductal infiltrante

En los carcinomas invasivos, como ya se ha descrito previamente, la
proliferacion celular ya no se limita a los ductos mamarios porque la estructura de la
membrana queda alterada, y permite que las células tumorales inicien la dispersion
hacia el resto del tejido mamario adyacente.

Los carcinomas invasivos mamarios mas frecuentes son el carcinoma ductal
invasivo, también llamado a menudo carcinoma ductal infiltrante (CDI) y el
carcinoma lobular infiltrante (CLI) (2).

El CDI hace referencia a un grupo heterogéneo de tumores que carecen de
caracteristicas suficientes para que puedan ser categorizados como un tipo histolégico
especifico (ver clasificacion histolégica tumores mamarios WHO) (2). EI CDI es el tipo
histolégico de cancer de mama invasivo mas comun, comprendiendo entre un 40% y
un 75% (100). Como su nombre indica, se origina en el epitelio del revestimiento de
los conductos galactéforos (98).

Macroscopicamente, estos tumores no tienen caracteristicas especificas.
Existe una marcada variacion respecto al tamafo tumoral y configuracién (2).

Las células tumorales pueden encontrarse organizadas en cuerdas, islotes y
trabéculas, mientras que algunos tumores presentan un claro patrén infiltrante sélido o
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sincitial con una pequefa parte de estroma asociado (Fig. 7). El citoplasma a menudo
es abundante y eosindfilo. Los nucleos pueden ser regulares, uniformes o muy
pleomorficos con prominencias, y a menudo, multiples nucleolos. La actividad mitética
puede ser intensa o virtualmente ausente. Hasta un 80% de los casos presenta
carcinoma ductal in situ (DCIS) asociado (101, 102). De nuevo, el componente
estromal es extremadamente variable. Puede haber una elevada proliferacién
fibroblastica celular, un escaso tejido conectivo o una marcada hialinizacién (2).

Aproximadamente un 70-80% presentan expresion del receptor de estrogenos
(ER) (103) y entre un 15y un 30% presentan expresion de ERBB2 (104).

Fig. 7. Muestras de carcinoma ductal invasivo mamario. Visién microscopica.

1.2.2.2. Grado histoldgico

La clasificacion histolégica basada en el GH se realiza a partir del estudio y
anadlisis de tres factores: la formacion tubular, el pleomorfismo nuclear y la
actividad mitotica. Para los tres factores anteriores se utiliza un sistema de
puntuacion numérico del uno al tres para asegurar que cada uno es evaluado

individualmente (100).

- Formacion tubular: expresion de la diferenciacién glandular. Se analiza
el % de estructuras del carcinoma formada por tubulos.

- Pleomorfismo nuclear: expresion de la uniformidad/irregularidad
nuclear. Se observan el tamano nuclear y la forma de las células
epiteliales normales del tejido mamario adyacente. El incremento de la
irregularidad nuclear de los margenes tumorales y el niumero y tamarno de

los nucleolos aportan informacion adicional para facilitar la puntuacion.
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- Actividad mitética: evaluacion del numero de figuras mitéticas bien
definidas. Si hubiera heterogeneidad mitética en el tejido, se escogen las

que presenten la mayor frecuencia mitética.

El GH es un tipo de clasificacion aplicada rutinariamente a todos los tumores
mamarios invasivos, basada en el sistema Scarff-Bloom-Richardson. Muchos
estudios han demostrado una asociacion significativa entre el GH vy la supervivencia
en los carcinomas invasivos de mama (100). La asignacion del GH mejoré su
objetividad y eficiencia a raiz de las modificaciones realizadas por Patley y Scarff
(105) y mas recientemente por Elston y Ellis (106), todas ellas aplicadas al método
inicialmente utilizado por Bloom'y Richardson (107).

Grado histolégico (100)

Formacién tubular Puntuacion
> 75% 1
10-75% 2
Menos del 10% 3
Pleomorfismo celular Puntuacion
Menor, células uniformes 1
Moderado, variabilidad de formas y 2
tamano

Elevada variabilidad 3
Actividad mitética Puntuacion
<7 1

De 8a 14 2

215 3

Los tres valores se suman obteniendo puntuaciones que oscilaran del tres al
nueve, para las que el grado asignado sera el siguiente:

- Grado 1: carcinoma bien diferenciado; de tres a cinco puntos.
- Grado 2: carcinoma moderadamente diferenciado; de seis a siete puntos.
- Grado 3: carcinoma pobremente diferenciado; de ocho a nueve puntos.

Esta clasificacién ha sido criticada por algunos patélogos que afirman que no
es apropiada para algunos tipos histolégicos menos frecuentes como el tubular puro,

el mucinoso, el medular, el lobular infiltrante y el cribiforme infiltrante, entre otros.
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1.2.3. Clasificacion molecular

Actualmente, los factores mayormente utilizados para clasificar a los pacientes
con cancer de mama, para la determinacién del prondstico y eleccion terapéutica
adecuada son: la edad, la afectacion ganglionar, el tamano tumoral, las caracteristicas
histologicas, el estado hormonal y el estado del oncogén HERZ2. Sin embargo, la
evaluacion del riesgo individual de cada paciente a partir del analisis de los elementos
anteriores es mas limitada en el momento en que pacientes con similares
caracteristicas clinicas e histolégicas presentan evoluciones y respuestas a
tratamientos muy diferentes.

Durante los ultimos anos, diversas técnicas moleculares, en especial las
orientadas a la obtencion de perfiles de expresién génica, se han utilizado para ayudar
a mejorar la clasificacion, pronéstico y respuesta al tratamiento, asi como la seleccion
de la terapia mas efectiva para el cancer de mama. Estas nuevas técnicas parecen
tener un claro potencial que ayudarian y complementarian en gran medida la
informacion aportada por los factores predictivos y prondsticos tradicionales (108).

Hasta la fecha, los estudios de perfiles de expresidn génica en cancer de
mama han identificado diversos subtipos generales de cancer de mama: luminal A,
luminal B (87, 108, 110, 111), HER2 (108, 109, 112, 113), basal-like (85, 87, 108,
109, 114), luminal C (87, 108, 109) y los grupos normal breast-like (87, 108, 109).
Estos subtipos difieren respecto a sus patrones de expresion génica, caracteristicas
clinicas, respuesta al tratamiento y evolucion (Tablas 3 y 4).
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1.3. Principales factores prondsticos

Un factor pronéstico es cualquier tipo de elemento cualitativo o cuantitativo
representativo de las caracteristicas que presenta el tumor y su entorno, que
correlaciona con el supervivencia libre de enfermedad (SLE) o la supervivencia globar
(S@G), sin la presencia de terapia adyuvante sistémica; por lo tanto, es todo factor
capaz de ayudar a predecir la historia natural de la enfermedad. Es importante
diferenciar un factor prondstico, de un factor predictivo, que constituye cualquier
medida asociada a la respuesta a un tratamiento especifico (115). En teoria, la
identificacion, validacién y aplicacion de unos factores pronésticos adecuados
ayudaria a asegurar que aquellos pacientes que reciban un tratamiento, puedan
realmente beneficiarse de él (116). Dada la gran variabilidad clinica y la dificultad para
poder predecir el comportamiento de los carcinomas de mama, se han descrito
numerosos parametros con la finalidad de permitir identificar aquellas caracteristicas
tumorales que tuvieran repercusion clinica (117).

Entre los mas importantes y utilizados de forma rutinaria en la mayoria de

centros de diagnostico y tratamiento del cancer de mama destacan:

- Afectacion ganglionar

- Tamaho tumoral

- Estado de HER2

- Grado histolégico

- Tipo histolégico

- Estado de P53

- Edad en el momento del diagnostico
- Marcadores de proliferacion

- Receptores hormonales

De entre todos ellos tal vez los de mayor relevancia son la afectacion
ganglionar, el tamafio tumoral y los receptores hormonales. El estado de P53 se utiliza
en el Hospital del Mar de forma rutinaria, pese a no ser todavia un marcador
oficialmente aceptado. Ademas, son también de destacar otros marcadores
prondsticos, algunos de ellos ya mencionados en las Tablas 1 y 2, cuyo uso todavia

esta limitado o se encuentran en fase de estudio.

1.3.1. Afectacion ganglionar

Tal vez el indicador mas importante para los pacientes con un tumor primario

en la glandula mamaria es el estado de la afectacién ganglionar, ya que los ganglios
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linfaticos representan la principal via de drenaje -que no la uUnica- de la glandula
mamaria. Existe una relacion directa entre el nimero de ganglios axilares afectados y
el riesgo de una futura recaida (118).

La mayoria de los protocolos clinicos clasifican los pacientes en 4 grupos
nodales, a raiz de la informacién aportada por el National Surgical Adjuvant Breasty el
Bowel Project (NSABP): ganglio negativo, de 1 a 3 ganglios positivos, de 4 a 9
ganglios positivos y de 10 o mas ganglios positivos. Estos grupos presentan una
supervivencia relativa a los cinco afos de 82,8%, 73%, 45,7% y 28,4%
respectivamente (119). Estos datos demuestran que el riesgo de recaida es
significativamente importante en presencia de una afectacién ganglionar positiva. Para
los pacientes de bajo riesgo, especialmente aquellos que son ganglios negativos, es
necesario un asesoramiento individualizado mediante el uso de otros factores
pronésticos.

Tradicionalmente, la afectacion ganglionar se ha obtenido mediante la
diseccion axilar estandar en la que los ganglios linfaticos axilares de los niveles | y Il
eran extraidos. Actualmente, el uso de la biopsia del GC se ha extendido ampliamente.
El estudio inicial de esta técnica fue aportado por Giuliano et al. por medio de la
utilizacion de un tinte azul como marcador interno (120, 121).

Aunque la utilidad de esta técnica ya ha sido aprobada ampliamente, todavia
existen muchos interrogantes que aclarar, incluyendo el método mas adecuado para
identificar el GC, asi como el mejor método para analizar la afectacién del ganglio en
cuestion. El seccionamiento seriado de cada GC incrementa la sensibilidad asi como
el uso de la IHQ (inmunohistoquimica) para el andlisis de los ganglios
histolégicamente negativos. Finalmente, todavia estd por entender el significado
pronostico de las micrometéstasis ocultas detectadas unicamente por medio de la IHQ
(122-124).

1.3.2. Tamano tumoral

El tamafo tumoral se correlaciona con la presencia y el niumero de ganglios
linfaticos afectados y ademas constituye un factor pronéstico que correlaciona con el
riesgo de recidiva o metastasis, ya que éste aumenta a medida que también lo hace el
tamano tumoral (115).

La influencia del tamario del tumor primario en el prondstico puede ser valorada
en los casos con y sin afectacion ganglionar. La relacién probablemente refleja un
aumento de la irrigacién vascular y de la diseminacién ganglionar a medida que tiene

lugar el crecimiento progresivo del tumor (125).
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El tamano tumoral representa un factor de interés especial en los casos sin
afectacion ganglionar, en los que el tamafno aporta informacion relevante acerca del
riesgo de recurrencia del paciente.

Un ejemplo de ello es el estudio que incluia a 13.464 mujeres afectadas de
cancer de mama sin afectacion ganglionar. Las pacientes con tamarios tumorales <1
cm tenian un 99% de SG a los 5 afos, en comparacién con el 89% y 86% para los
tumores de >1<3 cm y >3<5 cm (125). Ademas en el estudio posterior de Rosen et al.
(126), esta asociacion persistia con un seguimiento de mayor duracién. Se analiz6 la
relacion entre el tamarfio tumoral y el riesgo de recurrencia a los 20 afos, encontrando
una SLE de un 88%, 72% y 59% para los tumores de <1 cm, de >1,1<8 cm y de
>3,1<5 cm respectivamente. Finalmente, el tiempo medio de aparicion de enfermedad

metastasica también se acortaba a medida que el tamario se incrementaba (125, 127).
1.3.3. Oncogén HER2

El oncogén HER2, localizado en la regién 17921, se encuentra amplificado y/o
expresado en aproximadamente un 30% de los tumores mamarios (53). Su
sobreexpresidn esta asociada a un aumento de la agresividad tumoral y de la tasa de
recurrencia. Como variable prondstica independiente, su sobreexpresién esta asociada
a un mal prondstico, pero este hecho esta casi exclusivamente limitado a los pacientes
con afectacion ganglionar (128). En los pacientes sin afectacion ganglionar, la
influencia en el prondstico es mucho mas variable y no esta claramente desligado de
otros factores pronésticos (56). En este caso, la inconsistencia de HER2 como factor
pronéstico es evidente en el hecho de que menos de la mitad de los canceres

recurrentes presentan amplificacién del mismo (129).
1.3.4. Expresion de P53

La expresién andémala de P53 esta fuertemente asociada con otros marcadores
de proliferacibn tumoral elevada, como son la sobreexpresion de ERBB2,
aneuploidias, poca diferenciacién tumoral...pero es independiente de otros factores
como la edad, la afectacion ganglionar y el tamano tumoral (130, 131).

La expresion de la forma mutante de P53 tiene una influencia negativa tanto en
la SG como en la SLE en pacientes con cancer de mama (132).

La existencia de una estrecha relacion entre la presencia de la forma mutante
de P53 y la de otros marcadores de proliferacion celular como Ki67, indica su
importancia como factor prondstico. No obstante, la falta de uniformidad en los
métodos de andlisis y ensayo es evidente, por lo que no esta todavia reconocido como
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tal (115). P53 se incluye como factor pronéstico en este apartado por ser utilizado en
el Hospital del Mar.

1.3.5. Edad en el momento del diagndstico

En general, el riesgo relativo de muerte por cancer de mama se incrementa con
la edad. A excepcion de las mujeres menores de 40 afios, cuya supervivencia es
similar a las mujeres comprendidas entre los 50 y los 54 afnos, el curso de enfermedad
mas desfavorable lo poseen las mujeres de mayor edad (117).

Muchos estudios han analizado la influencia de la edad en el desarrollo del
cancer de mama, pero muchos de los resultados obtenidos son contradictorios (133,
134). No obstante, dos amplios analisis han demostrado que las pacientes menores
de 35 afos presentan un peor pronéstico, incluso después de ser aplicados otros
factores prondsticos (135, 136).

1.3.6. Grado histolégico

El GH es un importante indicador de agresividad y pronéstico (137). A partir del
sistema Scarff-Bloom-Richardson (105, 107), mencionado previamente, se establecen
los grados 1 (tumores bien diferenciados), 2 (tumores moderadamente diferenciados) y
3 (pobremente diferenciados).

Se ha observado, de forma independiente a otros factores, que la SG a los 5
anos entre los grados 1 y 3 varia aproximadamente en un 45% (138).

1.3.7. Tipo histologico

Los carcinomas invasivos mamarios conllevan un claro potencial metastasico y
una menor ratio de curacion en comparacion con los carcinomas in situ. No obstante
las caracteristicas especificas de cada tumor infiltrante determinan un mejor o peor
prondstico (115).

Algunos THs de carcinomas invasivos poseen un riesgo menor de
diseminacién y muerte, como son el carcinoma puro mucinoso, el puro tubular, el puro
medular y el puro papilar (139-142). El carcinoma mucinoso, ademds, tiende a
aparecer a una edad mas tardia que el resto (143). El carcinoma medular presenta
una menor malignidad en contraposicion a su apariencia histologica claramente mas

agresiva, aunuque puede ser mas agresivo que los anteriores mencionados (142).
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1.3.8. Receptores hormonales

Desde hace décadas se conoce la importancia de las hormonas esteroideas y
de sus receptores en el correcto desarrollo y funcionamiento del tejido mamario, asi
como su implicacion en la patogénesis y progresion del cancer de mama. De ahi su
relevancia no sélo como factor pronéstico de la enfermedad, sino también como factor
predictivo (descrito mas adelante) de respuesta a las terapias endocrinas (144).

A continuacién se describe ampliamente el estado y funcionamiento de los
receptores hormonales de estrogenos y de progesterona (ER y PR), tanto en el tejido
mamario normal como en el patoldgico, asi como su importancia e implicacién en el

cancer de mama.

1.3.8.1. Receptores hormonales en el desarrollo y estructura celular de la

glandula mamaria

La gldndula mamaria no esta completamente formada en el momento del
nacimiento, sino que empieza a desarrollarse en la pubertad temprana; momento en
que las estructuras primitivas ductales aumentan su tamano y se ramifican (145). Una
vez empiezan los ciclos menstruales ovulatorios, el sistema ductal se vuelve més
complejo y las estructuras lobulares se forman al final de los ductos terminales
formando las unidades Iébulo-ductales terminales (TDLUs). Estos ductos se
diferenciarén para la sintesis y secrecion de leche en la etapa avanzada de gestacion
y subsecuente lactancia (146).

Las hormonas esteroideas, como los estrégenos y la progesterona,
intervienen de forma especialmente importante en este proceso de desarrollo y
maduracién mamaria. Mientras que los estrogenos, como el estradiol, estimulan -entre
otras funciones- la elongacion ductal y la expresion del PR, la progesterona induce
el desarrollo I6bulo-alveolar. Estas hormonas ejercen sus funciones por medio de
receptores especificos localizados en el tejido mamario (147).

El sistema ductal de la glandula mamaria esta delimitado por una capa
continua de células epiteliales luminales, que a su vez, se encuentra rodeada por una
capa de células mioepiteliales (68). Estas células estan en contacto directo con la
membrana basal, mientras que las TDLUs estan delimitadas por fibroblastos e
inmersas en un estroma intralobular especial (148).
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1.3.8.2. Receptor de estrogenos

El ER es un miembro de la super familia de receptores nucleares, una familia
de factores de transcripcion regulados por ligando (149). El ER se puede expresar en
dos isoformas diferentes, el ER alpha (ERaq) y el ER beta (ERRB), que son codificados
por genes diferentes (ESR1y ESR2 respectivamente). El ESR1 esta localizado en la
region 6g25.1, mientras que el ESR2, de menor tamano, en la region 14923.2.
Ademas, por medio del splicing alternativo se obtienen diversas isoformas del ER en
ambos casos. Por lo menos tres isoformas en el caso del ERa y cinco en el del ERB
(146). Aunque se conoce mucho menos sobre el ERB, es probable que presente
funciones diferentes a las del ERa, y que ademas éstas tengan efectos contrarios a los
del ERa (150).

El ERa y el ERB tienen similares, aunque no idénticas estructuras.
Basicamente el ER esta formado por un dominio de unién al ADN (DBD) flanqueado
por dos dominios de activacion transcripcional (AF-1 y AF-2). El receptor se une a su
ligando por medio de su dominio de union al ligando (LBD) (151).

En estudios en roedores se ha observado que tanto el ERa como el ERQG se
expresan en la glandula mamaria normal (152) y que la expresion del ERa pero no del
ERB es critica para el desarrollo ductal de la misma (153). En humanos, el ER también
se expresa en la glandula mamaria normal (154).

El ERa se expresa en aproximadamente en un 7-10% de las células epiteliales
luminales de la glandula mamaria madura; por el contrario el ERB esta presente en la
mayoria de células epiteliales y mioepiteliales luminales, pudiendo ser detectado
también en fibroblastos y otras células estromales (155).

Existen tres tipos de estrogenos que la mujer produce de forma natural (156,
157). En la mujer premenopausica, el 17B-estradiol (E2), producido por el ovario, es
el estrogeno presente en mayores cantidades y el mas potente activador del ER por su
gran afinidad al receptor. En la mujer premenopausica, los niveles circulantes de
estradiol fluctian de 40 a 200-400 pb/mL durante el ciclo menstrual (156). Después de
la menopausia, los niveles de estradiol caen considerablemente, a menos de 2 pg/mL
por el cese de la actividad ovarica. El estradiol presenta la misma predisposicién de
union para los dos tipos de ER. El segundo estrégeno enddgeno es la estrona, un
metabolito del estradiol menos potente que éste. La estrona se produce a partir de la
androstenediona, el inmediato precursor de la estrona, en el tejido adiposo. En las
mujeres potsmenopausicas, el ovario deja de producir estradiol, mientras que la
glandula adrenal continta produciendo androstenediona. Como resultado, el nivel de

estrona se mantiene estable en la mujer, pero el nivel en plasma del estradiol cae
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significativamente. La estrona se une preferencialmente al ERa. El tercer estrégeno
enddgeno es el estriol (E3), que resulta ser también un metabolito del estradiol. El
estriol es el principal estrégeno producido por la placenta durante el embarazo, y se
encuentra en cantidades mas pequenas que el estradiol y la estrona en las mujeres no
embarazadas. El estriol se une al ERB (156, 157).

La mayor parte de los estudios existentes acerca de la biologia del ER se han
focalizado en su funcion como factor nuclear de transcripcion; sin embargo el ER
también puede unirse a otros factores de transcripcion y proteinas y funcionar como
coregulador de genes tradicionalmente no relacionados con los genes diana de los
estrégenos. Ademas, evidencias recientes sugieren que los estrégenos se pueden unir
al ER localizado en o cerca de la membrana plasmatica y activar rapidamente otras
vias de senalizacién (144). Recientemente se ha propuesto una nomenclatura
especifica para cada accién especifica de los estrogenos por medio del ER, segun si
su localizacién y focalizaciéon de la accion inicial se encuentra en el nucleo o en la

membrana plasmatica (156):

- Senalizacion esteroidea iniciada en el nucleo (NISS)
- Senalizacion esteroidea iniciada en la membrana (MISS)

1.3.8.2.1. Senhalizacion esteroidea iniciada en el nucleo

En ausencia de hormonas, el ER esta mayoritariamente concentrado en el
citosol. Cuando el estrégeno llega, traspasa la membrana celular, se une al ER (ERa o
ERB) y tiene lugar la migracion del receptor hacia el nucleo, asi como su dimerizacion
en forma de homodimeros (ERa - ERa) o heterodimeros (ERa - ERB) (158). Existen
tres tipos de activacién NISS que de forma general tiene lugar en el transcurso de
horas:

- Via NISS clasica: el dimero de ER se une a las secuencias de ADN de
respuesta a estrégenos (ERE) en las regiones promotoras de los genes de
activacion estrogénica. Esta union provoca el reclutamiento de proteinas
coreguladoras (co-activadoras y co-represoras) hacia el promotor, que
dirigen el incremento o disminucién de los niveles de mRNA, la produccion
en menor y mayor cantidad de las proteinas para las que codifican y
finalmente una respuesta fisiolégica (158, 159) (Fig. 8).

- Via NISS no clasica: el dimero de ER no necesita unirse a secuencias de
ADN para modular la expresién génica, sino que lo hace a través de
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factores de transcripcion unidos a secuencias regulatorias alternativas de
ADN, como son AP-1, SP-1 y los sitios USF, entre otros (144) (Fig. 8).

Fig. 8. Senalizacion nuclear iniciada por el estrogeno: via NISS clasica (arriba) y via NISS no
clasica (abajo). Arriba: el estrégeno (E) se une al receptor de estrogenos (ER), induce su
dimerizacion y activa su unién a los elementos de respuesta al estrégeno (ERE) en la regién
promotora de los genes diana. Proteinas coactivadoras son reclutadas al complejo y se activa
la transcripcion génica (via clasica). EI ERB podra antagonizar la actividad del ERa. Abajo: el
ER unido a su ligando atrae complejos coactivadores a otros factores de transcripcién como
Fos (F) y Jun (J) para activar la transcripcién génica a través de otras regiones promotoras
como AP-1. Por el contrario, el reclutamiento de corepresores provoca la represion de la
transcripcion (160).

- Via NISS independiente de ligando: ademas del estrogeno, otros
estimulos pueden inducir la respuesta NISS de forma independiente al
ligando. Factores de crecimiento como el factor de crecimiento de la
insulina 1 (IGF-1), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), la heregulina -
ligando de los receptores epidérmicos humanos como el ERBB2-, el factor
de crecimiento transformante alpha (TGFa), neurotransmisores como la
dopamina, moléculas de sefalizacion como el monofosfato adenosin
ciclico, e inhibidores de fosfatasa permeables de membrana, entre otros
(144). Uno de los mecanismos mas importantes para la activacién ligando-
independiente seria la fosforilacion del ER o de sus coreguladores en sitios
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especificos, inducida por factores de crecimiento y quinasas relacionadas
con el estrés (161). El ER puede ser fosforilado en diversos sitios por
multiples quinasas como la quinasa reguladora extracelular 1 y 2 (ERK1,
ERK2), las proteinas quinasas mitégeno-activadoras (MAPKSs), la quinasa
dependiente de ciclina 2 (CDK2), la proteina quinasa A y AKT. La
activacién de esta via repercute en los genes regulados tanto por la via
NISS clasica como por la NISS no clasica (144).

1.3.8.2.2. SeRAalizacion esteroidea iniciada en la membrana

Ademas de la actuacién del ER como factor de transcripcién, evidencias
crecientes muestran que el estrogeno puede provocar efectos celulares de rapida
respuesta en cuestién de minutos, mucho antes de que tengan lugar cambios en la
transcripcién génica (162). El ER puede localizarse en o cerca de la cara interna de la
membrana plasmatica , donde puede interaccionar y activar diversas vias de
sefalizacién (163-165). La accién del estrogeno via ERa provoca respuestas celulares
como el incremento de los niveles de calcio o de 6xido nitrico asi como la activacion
de multiples cascadas de quinasas intracelulares como la de la proteina quinasa
mitégeno-activadora (MAPK), de la fosfoinositol 3 quinasa (PI3K), del factor de
crecimiento de la insulina (IGF), de la proteina quinasa A (PKA), de la proteina quinasa
B (AKT) y de la proteina quinasa C (PKC) (158, 144).

1.3.8.3. Receptor de progesterona

Uno de los genes mayormente estudiados regulado por el ER es el PR, que
media los efectos de la progesterona en el desarrollo de la glandula mamaria asi como
en el cancer de mama (165). El PR se expresa a través de tres isoformas producto de
un so6lo gen localizado en la region 11922-q23 y por medio del uso de diversas
regiones promotoras contiguas y de inicio translacional. Las isoformas del PR
consisten en una forma completa PR-B (116 kDa), una forma N-terminal truncada PR-
A (94 kDa) y una isoforma PR-C (60 kDa). Al igual que el ER, el gen PR contiene una
region DBD, una LBD y multiples AFs. Las células positivas para la expresion del PR
usualmente coexpresan las isoformas PR-A y PR-B; estos receptores tienen
actividades transcripcionales diferentes dentro del mismo contexto promotor, pero
pueden también reconocer diferentes promotores (166, 167). La expresion del PR-B es
necesario para un correcto desarrollo de la glandula mamaria, mientras que la del PR-
A es esencial para el desarrollo uterino y la funcién reproductora (168, 169). Ademas,
estudios realizados en la glandula mamaria de roedores muestran que el PR es critico
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para el desarrollo |6bulo-alveolar de la glandula y que la ratio PR-A/PR-B es critica
para el correcto desarrollo de la glandula mamaria. EI PR-C funciona como un
inhibidor dominante del PR-B uterino durante la formacién del miometrio (179).

En ausencia de progesterona, los PRs estdn unidos a diversas moléculas
chaperonas como las heat shock protein (hsp); estas interacciones son un requisito
para la formacién de heterocomplejos estables PR-hsp90 que permitiran una correcta
unién con el ligando (171). Cuando la progesterona se une a su receptor, éstos
dimerizan y se produce la disociaciéon de las hsp. Los receptores activados se unen
directamente a regiones del ADN, concretamente a los elementos de respuesta de la
progesterona (PREs) y a las secuencias PRE-like, todas ellas de las regiones
promotoras de sus genes diana (172).

El PR se expresa, de la misma forma que el ERa, en un 7-10% de las células
epiteliales del lumen de la glandula mamaria madura. Parece ser que las células que
expresan el PR también contienen el ERa. Sin embargo, las células que expresarian
estos receptores esteroideos estarian separadas, aunque cercanas, de las que
muestran proliferacién celular (155). Se cree por lo tanto que el estradiol y o la
progesterona controlarian la actividad proliferativa de las células luminales epiteliales
de forma indirecta mediante un mecanismo en el que las células receptoras actuarian
como sensores hormonales, que al captar la sefal segregarian al medio factores de
crecimiento paracrinos positivos o negativos y o juxtacrinos. Esto atenuaria la
sensibilidad del epitelio mamario a las hormonas esteroideas de forma que la
proliferacion sélo tendria lugar cuando la concentracion de factores de crecimiento
positivos fuera suficientemente elevada. Este hecho se alcanzaria después de una
exposicién prolongada a niveles elevados de esteroides y posiblemente a otras
hormonas, como ocurre en el embarazo, por lo que significaria un mecanismo efectivo

para la prevencién de actividad proliferativa no deseada (173, 144).
1.3.8.4. Receptores hormonales en el cancer de mama

Como ya se ha indicado previamente, en condiciones normales, la expresion
del ERa y del PR en la glandula mamaria esta limitada a un ndmero reducido de
células epiteliales luminales sin capacidad proliferativa (155).

El incremento de la expresion del ERa asi como la disminucion del ERB podria
ser uno de los cambios mas tempranos que tendrian lugar en el proceso tumorogénico
mamario (174). A medida que la expresidén de este receptor aumenta, tiene lugar una
mayor disregulacion en el equilibrio proliferativo del tejido, lo que provoca un aumento
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del numero de células que expresan tanto el ERa como el antigeno asociado a
proliferacion, ki67 (175) (Fig. 9).

Estudios sobre la expresion del PR en lesiones premalignas y preinvasivas de
cancer de mama sugieren que su expresion también aumenta a medida que se
incrementa la atipia del tejido mamario. Se ha sugerido que la ratio entre el PR-Ay el
PR-B se altera durante la tumorogénesis, predominando la expresion del PR-A (Fig.
9).
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Fig. 9. Expresion de los ER y PR en el epitelio del lumen de la glandula mamaria. A la izquierda
observamos un tejido sano en el que la expresion de ambos receptores esta limitada a un
namero reducido de células. A la derecha observamos una regiéon de un tumor mamario
ER+/PR+ (positivo para ambos receptores) en el que la expresion de ambos receptores esta

repartida de forma homogénea por todo el tejido.
1.3.8.4.1. Canceres de mama hormonales (ER+/PR+ vs ER+/PR-)

Aproximadamente un 75% de los canceres de mama primarios expresan el ER
y mas de la mitad de ellos expresan también el PR; dentro del 25% restante se
incluyen los tumores que no expresan ninguno de los dos receptores o tan solo el PR
(176). Todos los canceres de mama que expresan al menos el ER son considerados
canceres de mama hormonales, puesto que su crecimiento depende en buena medida
de la activacién y actuacion anémala de este receptor. Asi pues encontramos dos
subtipos de tumores mamarios dependiendo de su estado hormonal: los ER+/PR+, si
expresan ambos receptores, y los ER+/PR-, si expresan solo el ER. La expresion
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negativa o positiva para cada receptor dependera del % de células del tumor que lo
expresan, y su deteccién se realiza por técnicas de IHQ.

Un gran avance en el tratamiento del cancer de mama, fue la aparicion de la
primera terapia endocrina, el tamoxifen, cuya diana de actuacion es el ER y por lo
tanto contiene la capacidad de bloquear la proliferacién celular derivada de la
activacion andmala de este receptor (177) -este punto es desarrollado mas adelante
en el apartado “1.4. Principales estrategias terapéuticas™. Inicialmente a todos los
canceres de mama hormonales, es decir que como minimo expresaran el ER, se les
administraba tamoxifen. Con el tiempo se observé que la respuesta al tratamiento
entre los dos subtipos de cancer de mama mencionados era substancialmente distinta,
siendo muy elevada en los ER+/PR+ (178, 179), mientras que muy pobre en los
tumores ER+/PR- (180, 181). Todo ello llevé a la comunidad médica y cientifica a
plantearse el por qué existia esta gran diferencia respecto a la efectividad del
tratamiento, teniendo en cuenta que su diana de actuacion era el ER y no el PR, y
cuales podian ser los mecanismos moleculares que provocaban la existencia de un
tipo de tumor que no expresara el PR.

La activacion del ER es necesaria para que tenga lugar la expresion del PR,
por lo que tradicionalmente se pensé que los mecanismos de pérdida de su expresion,
y por lo tanto de la existencia de los tumores ER+/PR-, podia ser debida a la presencia
de un ER defectuoso, un mal funcionamiento de la via de senalizacion del ER
relacionada con la activacion de la expresion del PR (182) o a una disminucién en
los niveles de estrégeno circulante -como ocurre en las mujeres postmenopausicas-
(183). Sin embargo, estos hechos no explicaban por qué algunos tumores ER+/PR- si
que respondian al tratamiento. Con el tiempo otros posibles mecanismos fueron
descubiertos, como la pérdida de heterozigocidad del locus génico del PR (184,
185) asi como la hipermetilacion del promotor del gen del PR con su consecuente
inactivacion transcripcional (186). De nuevo, como ya habia sucedido anteriormente,
estos mecanismos tampoco podian explicar la resistencia de algunos tumores
ER+/PR- a las terapias endocrinas, ya que éstas iban dirigidas de alguna forma u otra
contra el ER y no tenia por qué influenciar en su respuesta la pérdida del gen del PR o
la inactivacion génica (Fig. 10).
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Fig. 10. Algunos de los mecanismos moleculares que podrian explicar la pérdida de expresion
del PR en los tumores ER+/PR-: niveles bajos de estrégeno circulante, ER y vias de
sefalizaciéon del ER disfuncionales, hipermetilacion del promotor del PR y pérdida de

heterozigocidad del locus génico del PR. Abreviaturas: tam: tamoxifen; met: metionina.

Recientemente algunos estudios sugieren un nuevo tipo de mecanismo para la
pérdida de expresiéon del PR en el cancer de mama (187). Estos consisten en la
relacion a nivel molecular entre el ER y las vias de sefalizacion de factores de
crecimiento, asi como de la relacion entre los efectos de la via NISS clasica y no
clasica del ER. Basicamente se proponen dos alternativas diferentes, aunque
probablemente complementarias. En primer lugar, parece ser que el incremento de la
actividad de las vias de sefalizacion relacionadas con factores de crecimiento como
el ERBB2, el IGF-IR o el EGFR, provocarian una disminuciéon de la expresion del
PR a nivel de mRNA, y de forma independiente de los niveles de ER. La via de la
PI3K/Akt esta especialmente involucrada en esta regulacion negativa de los niveles de
PR. En segundo lugar, evidencias experimentales sugieren que una sehnalizacion
hiperactiva de factores de crecimiento puede alterar la vias clasicas del ER, de
forma que se estimula la activacién de la via ligando independiente o de la via MISS,
lo que provocaria en ambos casos una disminucion del PR (144).

En los ultimos afios, se ha intentado caracterizar clinica y patolégicamente

estos dos subtipos de tumores mamarios, asi como identificar rasgos especificos para
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el subgrupo ER+/PR-. Estudios recientes han observado una asociaciéon de la pérdida
de expresion del PR con niveles bajos de ER, una mayor afectacion ganglionar,
aneuploidias, elevadas tasas de proliferacion celular, un ligero mayor tamaino
tumoral y una mayor fraccion celular en fase S (188). Ademas, gracias a los
avances en las técnicas de citogenética molecular se han podido detectar, mediante el
uso de la técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH) y de la técnica de array de
hibridacion genomica comparada (CGH-array), alteraciones genéticas asociadas
especificamente a los tumores ER+/PR-, como son ganancias en 11q13, 12q14-q15,
17921-9q25 y 20913, asi como pérdidas en 11q13-15 (189). Por otra parte un estudio
basado en el analisis de bases de datos de perfiles de expresién génica en tumores de
mama ha descrito y enfatizado la presencia de una firma transcripcional especifica
basada en la via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR en estos tipos de tumores. A raiz de
todos estos estudios, actualmente se piensa que los tumores ER+/PR+ y ER+/PR-
representan en realidad entidades genéticas diferentes (191).

1.3.8.5. Receptores hormonales como factor prondstico

La positividad del ER y PR en el cancer de mama invasivo es un factor tanto
pronostico como predictivo (37) -éste ultimo es tratado mas adelante en el apartado
“1.4.7.5. ER y PR como factores predictivos de terapia endocrina’-. Su efecto
pronéstico es dificil de evaluar debido a que para ello debe ser realizado en ausencia
de terapia adyuvante endocrina, y ésta es suministrada en la mayoria de los casos por
el gran beneficio que representa para las pacientes (115).

En un estudio basado en pacientes con cancer de mama en diversos estadios
de desarrollo mostré que las mujeres que tenian tumores ER+ presentaban una SLE a
los 5 afnos de un 74% y una SG de un 92%, mientras que en las mujeres con tumores
ER- era de un 66% y 82%, respectivamente (192). No obstante, estudios con un mayor
seguimiento, sugieren que el significado prondstico de ambos receptores se va
perdiendo con el tiempo. Hilsenbeck et al. (193) demostraron una mejora en el
pronostico para los tumores ER+ durante los tres primeros afnos de seguimiento pero
no después de ellos. En general, parece ser que los pacientes con tumores ER+
presentan una mayor SLE después del tratamiento inicial, una mayor SG y mayor
supervivencia después de recurrencia comparados con los pacientes con tumores ER-
; ademas esta ventaja seria independiente de la afectacion ganglionar. Sin embargo, el
valor del ER como factor pronéstico independiente disminuye por su asociacion con
otros indicadores ya establecidos de pronéstico también favorable. Los canceres ER+
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presentan en general un grado histolégico menor, grado nuclear favorable, una
fraccidn en fase S menor y un bajo indice de proliferacién (194).

Respecto al PR, se ha observado una asociacion de la pérdida de expresion
del PR con niveles bajos de ER, una mayor afectacién ganglionar, aneuploidias,
elevadas tasas de proliferacion celular, un ligero mayor tamafno tumoral y una mayor
fraccion celular en fase S (188). Su valor pronéstico estd poco claro asi como la
etiologia de los tumores ER+/PR-. Algunos estudios muestran que el estado del ER y
del PR cambia a lo largo de la historia natural del la enfermedad o durante el
tratamiento (195). Ademas, biopsias secuenciales de tumores mamarios muestran que
los niveles del ER se reducen ligeramente con la administracién de la terapia
endocrina y pocas veces tiene lugar una pérdida total del receptor, sin embargo, los
niveles de PR disminuyen mucho mas drasticamente durante el mismo proceso,
llegando a producirse la pérdida total del mismo en aproximadamente la mitad de los
tumores, cuando tiene lugar el desarrollo de resistencia al tratamiento (196). Estos
tumores entonces muestran un curso de enfermedad mucho mas agresivo justo
después de la pérdida del PR comparados con aquellos que mantienen su expresion.
Por lo que la forma en qué la ausencia inicial del PR o su pérdida posterior afecta al
curso clinico de estos tumores, todavia esté por aclarar (196, 197).

Es posible que la presencia del ER y PR prediga inicialmente una enfermedad
de menor agresividad, de menor crecimiento tumoral y mayor tiempo de recurrencia, y
que después de cierto tiempo de seguimiento ambos receptores pierdan su valor
pronostico inicial. Ademas, la pérdida posterior del PR podria suponer la adquisicion
de una mayor agresividad tumoral y un peor prondéstico y evolucién de la enfermedad
(144).

1.4. Principales estrategias terapéuticas

Los avances cientificos y tecnolégicos de los ultimos afios han proporcionado
nuevos conocimientos sobre la aparicion, desarrollo y crecimiento del cancer, lo que
se ha traducido en una mejora en los tratamientos de la enfermedad y una disminucién
de los efectos secundarios derivados de ellos. De tan s6lo una o dos opciones que
habia en el pasado, actualmente existe una gran variedad de posibilidades de
tratamiento dirigidas cada una de ellas hacia un tipo especifico de cancer de mama, y
por lo tanto hacia un tratamiento personalizado mas efectivo (198).

Las principales estrategias terapéuticas utilizadas en la actualidad son las
siguientes:
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- Cirugia
- Radioterapia
- Quimioterapia

- Terapia dirigida (anticuerpos monoclonales)

- Terapia hormonal (terapia endocrina)

El siguiente esquema representa de forma generalizada la secuencia de pasos

a seguir respecto al tratamiento de un cancer de mama infiltrante:

Tumor de grandes dimensiones

|

Tumor

Terapia neoadyuvante (quimioterapia)

\

Cirugia (tumor +/- ganglios linfaticos)

—

Anticuerpos monoclonales +
Quimioterapia adyuvante

v

Radioterapia

Tumores ER+

Quimioterapia adyuvante

Tumores ER+

Terapia endocrina

1.4.1. Cirugia

Terapia endocrina

Tumores ER+

Terapia endocrina

La cirugia es normalmente la primera linea de ataque contra un tumor

mamario. La eleccion del tipo de cirugia depende de muchos factores, aunque

basicamente vendra determinado por el estadio en el que se encuentre el cancer de

mama. Actualmente existe la tendencia de practicar una cirugia tan conservadora

como sea posible, aunque a veces no es posible y debe realizarse la extirpacién total

de la glandula mamaria; otras puede optarse por ambas opciones y recibir, en el caso
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de la cirugia conservadora, radioterapia posterior (198). Existen diferentes tipos de

cirugia -explicados a continuacion- segun la extensién de la zona extirpada.
1.4.1.1. Lumpectomia

La lumpectomia (Fig. 11) es la cirugia en la que sélo se extirpa el tumor
mamario y parte del tejido adyacente. Es una forma de cirugia de conservacién de la
mama, lo que técnicamente se denomina como mastectomia parcial. Segun la
cantidad de tejido extirpado podemos encontrar diferentes tipos de lumpectomia; por
ejemplo, hablaremos de cuadrantectomia, cuando se extrae aproximadamente un
cuarto de la mama.

Después de la lumpectomia, todo el tejido extraido de la glandula mamaria es
examinado cuidadosamente en busca de células cancerigenas presentes en los
margenes, es decir presentes en el tejido normal adyacente del tumor. En el caso de
su existencia, se realizaria de nuevo una intervencion quirargica, llamada re-escision
para extirpar el tejido cancerigeno remanente.

Como toda cirugia, la lumpectomia comporta ciertos riesgos como son la
pérdida de sensacién en parte de la mama y la pérdida de simetria entre ambas
mamas, ya que la extirpacién de tejido mamario provocard que la mama afectada
aparente tener un menor tamano. No obstante, éstos son pequefios inconvenientes al
compararlos con una extirpacién total de la mama o mastectomia (198).

Después de una lumpectomia se administran varios ciclos de radioterapia, lo
que hace esta combinacién de terapias tan efectiva como una mastectomia en
tumores menores de 4 cm y margenes libres de enfermedad. Generalmente se aplica
radioterapia de 5 a 7 semanas, focalizada hacia la zona de extirpacion del tumor para
eliminar las posibles células cancerigenas que puedan quedar en el tejido adyacente
después de la cirugia. La combinacion de la lumpectomia y la radioterapia es
comunmente llamada terapia de conservacion mamaria. Si fuera necesario ademas

aplicar quimioterapia, ésta tendria lugar después de la radioterapia (198).

55



Introduccion

Fig. 11. Lumpectomia (zona de extirpacién en color rosa). A: tumor; B: tejido adyacente.
1.4.1.2. Mastectomia

La mastectomia es la extirpacién entera de la glandula mamaria. Las mastecto-
mias comportan para muchas mujeres, a pesar del trauma fisico y estético que puedan
ocasionar, un estado de despreocupacion futura por la enfermedad. No obstante,
tienen algunas desventajas que deben ser consideradas, como un periodo mayor de
recuperacion post-intervencion quirdrgica, la pérdida de funcion mamaria, la aplicacion
de cirugias posteriores si se estima conveniente la reconstruccion, asi como posibles

infecciones y formacion de edemas. Hay cinco tipos de mastectomia (198):

- Mastectomia simple o total

- Mastectomia radical modificada
- Mastectomia parcial

- Mastectomia radical

- Mastectomia subcutanea

1.4.1.2.1. Mastectomia total

La mastectomia total (Fig. 12) se refiere a la mastectomia centrada Unicamente
en la glandula mamaria. La cirugia extirpa la mama entera sin tocar los ganglios
linfaticos o musculos que la rodean. A veces algunos ganglios linfaticos se ven
afectados debido a que estan localizados en el area de extirpacion de la mama. Este
tipo de mastectomia es apropiada para mujeres con multiples o grandes areas de
carcinoma ductal in situ (DCIS) y para las que necesitan una mastectomia profilactica
para prevenir la reproduccién del cancer de mama (198).
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Fig. 12. Mastectomia total. Zona de extirpacion en color rosa. A: Glandula mamaria; B, C y D:

paquetes ganglionares.

1.4.1.2.2. Mastectomia radical modificada

La mastectomia radical modificada (Fig. 13) se refiere a la mastectomia que
afecta a la glandula mamaria y a ganglios linfaticos. La cirugia extrae la mama entera
y los ganglios linfaticos de los niveles I y Il (B y C en la imagen, Fig.13). Los musculos
no se ven afectados. La mayoria de mujeres con canceres de mama invasivos que
deciden pasar por una mastectomia, recibiran una mastectomia radical modificada
para que parte de los ganglios linfaticos puedan ser examinados y poder determinar si
células cancerigenas han podido dispersarse a través de la mama (198).

Fig. 13. Mastectomia radical modificada. Zona de extirpacién en color rosa. A: glandula

mamaria; B, C y D: paquetes ganglionares.
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1.4.1.2.3. Mastectomia parcial

La mastectomia parcial se refiere a la mastectomia en la que se extirpa la parte
cancerigena del tejido mamario y parte del tejido normal adyacente. Aunque la
lumpectomia seria técnicamente una forma de mastectomia parcial, en este caso se

extirpa mucho mas tejido (198)
1.4.1.2.4. Mastectomia radical

La mastectomia radical (Fig. 14) se refiere a la mastectomia mas extensa de
entre los diferentes tipos existentes. La cirugia extirpa toda la glandula mamaria asi
como los niveles |, Il y Il (B, Cy D en la imagen, Fig. 14). También son extraidos los
musculos pectorales localizados bajo la mama. La mastectomia radical esta
recomendada tan sé6lo para aquellos casos en los que el cancer de mama se ha
expandido hacia los musculos pectorales inframamarios. Aunque en el pasado se
realizaba de forma rutinaria, actualmente se realiza en muy pocas ocasiones, siendo

igualmente efectiva la mastectomia radical modificada (198).

Fig. 14. Mastectomia radical. Zona de extirpacién en color rosa. A: glandula mamaria y

musculos pectorales; B, C, D y E: paquetes ganglionares;
1.4.1.2.5. Mastectomia subcutanea

La mastectomia subcutanea se refiere a la mastectomia en la que todo el tejido
mamario es extirpado excepto el pezon. Se realiza de forma mucho menos frecuente
que las masectomias simples o totales porque se deja mas tejido mamario que podria
posteriormente desarrollar cancer. Ademas algunos cirujanos han observado una peor
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reconstruccibn mamaria y posibles complicaciones posteriores en este tipo de casos
(198).

1.4.2. Radioterapia

La radioterapia es un tipo de terapia altamente dirigida a destruir las células
cancerigenas de la glandula mamaria que puedan haber quedado tras la operacion
quirurgica. Es un método muy efectivo y puede reducir el riesgo de recaida en un 70%.
(198).

La radioterapia utiliza una clase especial de energia de alta frecuencia invisible
al ojo humano que puede danar el ADN de las células, especialmente el de las células
cancerigenas, debido a que presentan una elevada tasa de crecimiento y division
celular, por lo que su material genético es mas dificil de reparar si se producen
lesiones (198, 199). Existen dos tipos de radioterapia:

- Externa: se utiliza una maquina que irradia la energia al area donde se
encuentra el tumor.

- Interna: se utiliza una sustancia radioactiva sellada con agujas, semillas,
alambres o catéteres que se colocan internamente dentro o cerca de la

zona afectada.

En algunos casos ademds, se recomienda el uso de la hipertermia en
combinacion con la radioterapia. La hipertermia, también llamada terapia termal o
termoterapia, utiliza una fuente de energia, como los ultrasonidos, que calienta las
células cancerigenas. Parece ser que esta terapia sensibiliza méas este tipo de células
a la radioterapia.

Las investigaciones demuestran que las pacientes tratadas con radioterapia
después de la lumpectomia presentan una mayor longevidad y mayor SLE en
comparacion con aquéllas que no recibieron radioterapia. Ademas se ha observado
qgue estas pacientes presentan un 60% mas de riesgo de recidiva (199). Los efectos
secundarios de este tipo de terapia se limitan a la seccion de piel que ha sido tratada.
Puede aparecer irritacion, escozor, picor, descamacién, quemaduras de bajo grado,
enrojecimiento... efectos que gradualmente desaparecen con el tiempo (198).

1.4.3. Quimioterapia

La quimioterapia representa junto con la terapia hormonal el tratamiento mas
utilizado en cancer de mama. Mientras que la terapia endocrina persigue la detencion

de la progresién del cancer, la quimioterapia erradica las células cancerigenas. Estas
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tienden a crecer y dividirse muy rdpidamente sin orden ni control por lo que son dianas
potenciales de lo agentes quimioterapéuticos. Las células normales crecen y se
dividen de forma precisa y ordenada, no obstante, algunos tipos celulares lo hacen
rapidamente por la constante renovacion celular del tejido en el que se encuentran,
como ocurre en los foliculos pilosos, las ufas, la boca, el tracto digestivo y la médula
0sea, por lo que éstos pueden quedar también afectados (41, 198). Existen diferentes
tipos de familias quimioterapéuticas contra el cancer de mama (entre paréntesis el

nombre comercial) (198):

- Alquilantes: se intercalan en el ADN evitando que la célula cancerigena se
divida. A esta familia pertenecen el bisulfan, cisplatino, ciclofosfamida
(Cytoxano), dacarbazina, tiotepla (Tioplex), ifosfamida, mecloretamina y
melfalan.

- Antimetabolitos: interfieren en la duplicacién del ADN y del ARN celular.
Se encuentran en este grupo el 5-fluorouracilo (Adrucil), folex (Metotrexato),
gemcitabina (Gemzar) y capecitabina (Xeloda).

- Antibiéticos antitumorales (antraciclinas): actian sobre el ADN
deteniendo la accion de ciertas enzimas que intervienen en la mitosis
celular. Algunos de ellos son: la daunorubicina (Cerubidina), doxorubicina
(Adriamicina), epirubicina (Ellence), mitoxantrone (Novantrone) y

mutamicina (Mitomicina).

- Inhibidores de la mitosis (taxanos): son sustancias de origen natural que
frenan la mitosis. Estos inhibidores incluyen el paclitaxel (Abraxano),
docetaxel (Taxotere), vincristina (Oncovina) y vinorelbina (Navalbina).

La quimioterapia se administra generalmente por via intravenosa; algunas
veces pueden darse agentes quimioterapéuticos por via oral o incluso intramuscular.
Normalmente transcurren de una a cuatro semanas entre dos ciclos de quimioterapia,
gue vienen determinados por el grado de la enfermedad y la tolerancia a los efectos
secundarios del tratamiento (198).

Generalmente la quimioterapia se administra después de la radioterapia, ésta
es la denominada quimioterapia adyuvante. No obstante, en aquellos casos en los
que existe un cancer localmente avanzado, de mas de 3 cm o que presente

adenopatia axilar (afectacion ganglionar positiva), se puede administrar quimioterapia
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previa a la intervencion quirurgica, es la denominada quimioterapia neoadyuvante, lo
que ayuda a la reduccién del tamaro del tumor antes de su extirpacién (198).

La quimioterapia se utiliza para tratar canceres de mama invasivos poco
avanzados y asi destruir las células remanentes que puedan quedar después de la
cirugia, reduciendo el riesgo de recaida, ademds de tratar cénceres en estado
avanzado para destruir el mayor niumero de células cancerigenas.

En muchos casos, los agentes quimioterapéuticos son combinados, lo que
significa que se administran dos o tres diferentes al mismo tiempo. Estas
combinaciones son conocidas como regimenes terapéuticos (198).

1.4.4. Terapia dirigida (anticuerpos monoclonales)

Las terapias dirigidas son tratamientos que utilizan dianas especificas
localizadas en las células cancerigenas, como cierto tipo de proteinas que permiten a
estas células crecer de una forma anormalmente rapida. Generalmente son menos
agresivas contra las células sanas que la quimioterapia. Algunas terapias dirigidas son
moléculas que funcionan de forma similar a la de los anticuerpos que genera nuestro
sistema inmune de forma natural, son las llamadas terapias inmunes dirigidas (198).

Actualmente destacan el Herceptin, el Tykerb y el Avastin.
1.4.4.1. Herceptin

Su nombre quimico es trastuzumab. Se utiliza para los llamados canceres de
mama HER2 positivos (HER2+) como terapia adyuvante tanto en la enfermedad
metastasica como enlos tumores poco avanzados, en los que bloquea la capacidad de
las células malignas de recibir sefiales de division celular a través de su unién en la
membrana celular. Este tratamiento se puede aplicar de forma efectiva tanto antes
como después de la cirugia.

Los tumores HER2+ son aquellos que contienen células con un numero
anormal de copias del gen HERZ2, lo que se traduce generalmente en una
sobreexpresion de la proteina para la que codifica. Esta es un receptor de membrana
qgue funciona como una antena receptora de sefnales en la superficie celular; senales
que estimulan el crecimiento y division celular. En las células tumorales que contienen
un ndmero de receptores anormalmente alto, el crecimiento y divisién celular tiene
lugar a demasiada velocidad. El Herceptin se adhiere especificamente a los receptores
HER2 y bloquea asi la transmision de sefales y activacion de las vias de senalizacion;
ademds actua como sefal mediante la cual el sistema inmune es capaz de reconocer
y actuar sobre las células tumorales (200, 201) (Fig. 15).
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Como actiia Herceptin

Célula del propio
sistema de defensa
del arganismao

1) Herceptin se
adhiere a la célula
canceraosa HERZ+ y
puede indicarle al
sistema de defensa
del crganismo que
atagque a esa célula.

Sin Herceptin

i ™
5in Herceptin, la
cllula cancerosa
HERZ+ se sigue
indicando que dehe
crecer v dividirse,
dando lugar a mas
células cancerosas.
De esta forma, el
cancer se extiende,

2) Herceptin también
puede hacer que la
célula cancerosa
HER2+ deje de
indicarse que debe
crecer ¥ dividirse.

A 4

Fig. 15. Actuacién del Herceptin en una célula tumoral. En condiciones normales, el receptor
ERBB2 esta localizado en la membrana plasmatica en forma de mondémeros. La llegada del
ligando provoca su dimerizacion, activacion y transmision de la sefial de division y crecimiento
celular. El Herceptin se une a los monémeros ERBB2 e impide su dimerizacion y por lo tanto su

posterior activacion y transmisién de la sefal.

Existen tres tipos de técnicas para identificar tumores mamarios HER2+ y que
por lo tanto puedan beneficiarse del Herceptin:

» IHQ: es la técnica mas utilizada. Utiliza una puntuacién de 0 a 3+, segun la
cantidad de proteina que exista en el tumor. Si el valor obtenido es 0 6 1, se
considera un tumor HER2- (HER2 negativo). Si el valor del tumor es 3+, la
paciente recibird Herceptin. Si por el contrario es 2+, debe realizarse
previamente la confirmacion por la técnica de FISH para darlo como HER2+
y beneficiarse asi del tratamiento (198).

» FISH: muestra el numero de copias del gen HERZ2 presente en las células
tumorales. Cuantas mas copias del gen, mas receptores presentara la
célula. Se establece una ratio entre el nimero de copias del gen vy el
numero de copias del centromero del cromosoma 17, donde esté localizado
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este receptor. Si esta ratio es = 2 se considera amplificacion del gen y por
lo tanto HER2+ (202).

» CISH (hibridacién in situ cromogénica): muestra el numero de copias del
gen HER2 por medio de la tincién del ADN. Se utiliza el test SpoT-Light
HER2 CISH que provoca el cambio de color del gen para facilitar su
identificacion (198).

El Herceptin sélo puede administrarse via intravenosa. Puede presentar
efectos secundarios de diversa gravedad; generalmente provoca sintomas parecidos a
una gripe en aproximadamente un 40% de las pacientes como son fiebre, nduseas y
dolores musculares. Los efectos secundarios suelen disminuir después del primer
tratamiento, aunque todo dependera del régimen de tratamiento que se esté
administrando. Se han descrito algunos efectos secundarios severos como dafnos
coronarios y coagulacion sanguinea en un 5-30% de pacientes. Ademas también se
han observado, aunque en muy pocos casos, complicaciones respiratorias

relacionadas seguramente con reacciones alérgicas y con toxicidad pulmonar (202).
1.4.4.2. Tykerb

Su nombre quimico es lapatinib. Se utiliza para los canceres de mama HER2+
en los que bloquea las proteinas quinasas del interior celular que en estas condiciones
facilitarian un crecimiento celular descontrolado. Actualmente el uso del Tykerb esta
aprobado en combinacion con el Xeloda (capecitabina), para pacientes con canceres
de mama HER2+ en estado avanzado que han dejado de responder positivamente a
las antraciclinas, los taxanos y el Herceptin; también esta indicado en combinacién con
el Femara (letrozole) -un tipo de terapia endocrina-, en pacientes postmenopausicas
con cancer de mama en estado avanzado HER2+ y ER+ (198).

El Tykerb puede generar algunos efectos secundarios, generalmente de poca
gravedad y que pueden ser tratados de forma sencilla, como diarrea, vomitos y fatiga.

1.4.4.3. Avastin

Su nombre quimico es bevacizumab. Se utiliza para el bloqueo del crecimiento
y formacién de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) de los que las células
malignas dependerian para sobrevivir. Actualmente el uso del Avastin esta aprobado
en combinacion con el Taxol para pacientes con canceres de mama metastaticos
HER2- que todavia no han recibido quimioterapia. Se administra de forma intravenosa

y sus efectos secundarios pueden incluir sangrados nasales, aumento de la presion
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sanguinea o aumento proteinico en la orina. En algunos casos se han descrito efectos
mas severos como coagulos sanguineos, perforacién intestinal, paradas cardiacas,

disfuncion renal y disminucién de leucocitos (198).
1.4.5. Terapia hormonal

La terapia hormonal o terapia endocrina (TE), comprende un conjunto de
estrategias terapéuticas utilizadas en los canceres de mama hormonales, es decir que
como minimo expresan el ER, puesto que su diana de actuacion se centra en este
receptor. Por lo tanto, no serian efectivas en los tumores ER-. La terapia hormonal es
una estrategia terapéutica completamente diferente aunque a menudo confundida con
la terapia de reemplazo hormonal, que puede ser administrada a mujeres durante o al
término de la menopausia para evitar o paliar algunos de sus efectos. La terapia de
reemplazo hormonal no es un tratamiento contra el cancer de mama y tampoco es
utilizada en pacientes diagnosticadas de esta enfermedad.

La TE actia en lineas generales de dos formas distintas: disminuyendo la
cantidad de estrégenos en el cuerpo y o bloqueando la accién del estrégeno en las
células tumorales mamarias. Existen diferentes tipos de TE:

- Ablacién endocrina

- Moduladores selectivos del ER (SERMs)

- Inhibidores de aromatasa (IAs)

- Disminuidores selectivos del ER (SERDs)

1.4.5.1. Ablacion endocrina

En las mujeres premenopdusicas, la mayor parte del estrogeno presente en el
cuerpo es producido por los ovarios. En los tumores ER+, esta hormona es
responsable en gran medida del crecimiento celular, por lo que la reduccién de la
cantidad de estrogeno en el cuerpo puede ayudar a la disminucién de la proliferacién
celular descontrolada asi como a la reduccion del riesgo de recaida en este tipo de
cancer de mama (198).

En algunos casos, los ovarios (generalmente las trompas de Falopio) son
extraidos quirdrgicamente, lo que se conoce con el nombre de extraccion ovérica
protectora o profilactica o también ooperoctomia profilactica. Por otra parte,
tratamientos quimicos pueden utilizarse temporalmente para detener la produccién
estrogénica ovarica, proceso conocido como deprivacion estrogénica ovarica. Estos
dos tipos de tratamiento sélo pueden ser aplicados a mujeres premenopausicas (198).
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1.4.5.1.1. Ooperoctomia profilactica

Desde su aplicacién son muchos los estudios que demuestran que la
ooperoctomia profilactica, es decir la extirpacion de los ovarios en las mujeres
premenopausicas, reduce el riesgo de cancer de mama entre las mujeres con un alto
riesgo de padecerlo y quienes todavia no han sido diagnosticadas de la enfermedad.
El alto riesgo se refiere generalmente a las mujeres con resultados positivos para el
test de los genes BRCAT1y BRCAZ2, o a aquéllas que tienen una fuerte historia familiar
de cancer de mama, ovario o ambos (203). Segun el National Cancer Institute, la
profilaxis ovarica reduciria el nimero de nuevos casos de cancer de mama entre las
mujeres de alto riesgo en un 50%. Este beneficio sbélo se alcanzaria si la extirpacion
ovarica se realizara antes de la menopausia (198).

Parece ser que las mujeres premenopausicas a las que se les extirparon los
ovarios y ademas se les administré tamoxifen durante 5 afios después del tratamiento
quirurgico, presentaban un menor riesgo de recaida de céncer de mama y mejor
supervivencia comparadas con aquéllas que no recibieron el medicamento. Aunque
este tratamiento se considera agresivo debido a que somete a las mujeres a un estado
menopausico permanente, se considera una buena opcion terapéutica para aquéllas
que no quieran tener nifios biolégicos o0 que presenten un alto riesgo de recaida.
Ademas, pese a que la mayor parte del estrogeno presente en el cuerpo de una mujer
proviene de los ovarios, existe una pequena cantidad del mismo con un origen distinto,
como el del tejido adiposo donde un esteroide producido en las glandulas adrenales se
convierte en estrégeno. De ahi estriba la importancia de la administracion de tamoxifen
después de la profilaxis ovarica en el bloqueo del efecto de cualquier estrégeno del
cuerpo (204).

1.4.5.1.2. Deprivacion estrogénica ovarica

La deprivacion estrogénica consiste en un proceso mediante el cual se detiene
la fabricacion de estrogenos en el ovario, a partir de la administracion de tratamientos
especificos. Actualmente se utilizan el Zoladex (nombre quimico: goserelin) y el
Lupron (nombre quimico: leuprolide). Ambos medicamentos son agonistas de la
hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH), que activan en el cerebro las
sefales encargadas de provocar la detencién de la fabricacién de estrogenos en los
ovarios. Se administran mediante inyecciones una vez al mes durante varios meses o
cada pocos meses. Una vez se detiene el tratamiento, los ovarios vuelven a funcionar

normalmente (198).
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1.4.5.2. Moduladores selectivos del receptor de estrogenos

Los SERMs, son capaces de bloquear los efectos del estrégeno en el tejido
mamario. Los SERMs se unen al ER en las células mamarias, no dejando lugar a su
posible unidn con el estrégeno, por lo que la célula no recibe las sefales estrogénicas
de crecimiento y multiplicacién. Las células de otros tejidos del cuerpo, como las de los
huesos y el utero, también tienen ERs, pero éstos presentan una estructura
ligeramente diferente a la de los ER de los otros tejidos. Como su nombre indica, los
SERMs son selectivos, es decir que un SERM que bloquea la accién del estrégeno en
las células mamarias, funcionando como antagonista, puede activar su accién en otras
células como el hueso, el higado y el utero, donde funcionaria como agonista
estrogénico (198).

Lo SERMs pueden presentar algunos efectos secundarios de diversa
gravedad, incluyendo coagulos sanguineos y cancer de endometrio. Los mas comunes
son fatiga, sofocos, sudores nocturnos, hemorragias vaginales y cambios de estado de
animo. Respecto a los sofocos y sudores nocturnos, pese a su incomodidad y
problematica, parece ser que las mujeres que los experimentan durante la ingestién de
la terapia presentan menos riesgo de recaida de cancer de mama, lo que indicaria que
este tipo de efecto secundario es un marcador de buena respuesta al tratamiento.
Ademas, los SERMs también pueden mejorar la densidad 6sea, reduciendo el riesgo
de sufrir una afeccion comun en las mujeres postmenopausicas como es la
osteoporosis (198).

En los afos 60 se descubri6 el primer SERM, el trifeniletileno tamoxifen o como
se conoce popularmente tamoxifen, y fueron demostrados sus efectos
antiproliferativos en la glandula mamaria. Los SERMs pueden ser divididos en tres
grandes categorias (177):

- Derivados del trifeniletileno

- Otros componentes no esteroideos

- Componentes esteroideos antiestrogénicos (actualmente considerados
SERDs y por ello comentados en el apartado: “1.4.5.4. Disminuidores
selectivos del receptor de estrogenos”)

1.4.5.2.1. Derivados del trifeniletileno

En este grupo destacan el tamoxifen, el toremifeno y el droloxifeno, siendo
los dos primeros los de mayor importancia y uso hasta la fecha.
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v" Tamoxifen: conocido también como Nolvadex, fue desarrollado hace mas de
30 anos y aprobado por el United States Food and Drug Administration en 1977
para el tratamiento del cancer de mama avanzado (205). Tiene afinidad por el
ER al igual que el 17-beta-estradiol (206). El tamoxifen y sus metabolitos tienen
una vida media de larga duracién en el sérum y puede persistir en los tejidos
durante varios meses incluso después de la detencién del tratamiento (207). Al
igual que otros SERMs se une al ER en las células tumorales mamarias y
antagoniza los efectos del estrogeno en una gran variedad de genes
reguladores del crecimiento (208). Su efecto predominante es citoestatico,
estimulando el bloqueo de la fase G1 del ciclo celular. Ademas, el tamoxifen
también induce la apoptosis (205, 209).

En la mayoria de tejidos el tamoxifen funciona predominantemente como un
estrégeno. Debido a esta actividad, en el higado por ejemplo la concentracion
sérica de colesterol total y de lipoproteinas de colesterol de baja densidad
disminuyen con el tratamiento (210). También en el tejido éseo preserva la
densidad 6sea en las mujeres postmenopausicas (211, 212). El efecto de
mayor gravedad del tamoxifen es consecuencia de su actividad estrogénica en
el endometrio, que puede desencadenar hiperplasia endometrial y canceres de
endometrio de bajo grado (213, 214).

El tamoxifen es el tratamiento hormonal estdndar para las mujeres
premenopausicas diagnosticadas de un cancer de mama ER+, y para las
mujeres postmenopausicas que no recibirdn inhibidores de aromatasa. Este
tratamiento suele tener una duraciéon de unos 5 afnos, pudiendo rebajarse a 2 6
3 segun el caso (198).

El tamoxifen se utiliza en: cancer de mama ER+ de estadio temprano para
reducir el riesgo de recaida después de la cirugia, cancer de mama ER+ de
estadio avanzado o metastéatico para reducir el riesgo de recaida después de la
cirugia, y mujeres con alto riego de padecer cancer de mama para reducir el
riesgo de aparicion de la enfermedad (198).

El tamoxifen puede: reducir el riesgo de recaida entre un 40 y un 50% en
mujeres postmenopausicas, asi como entre un 30 y un 50% en las
premenopdausicas, reducir el riesgo de aparicion de un nuevo cancer de mama
en la otra glandula mamaria en un 50%, disminuir el tamafo tumoral en los
canceres de mama ER+ antes de la cirugia, reducir o detener el crecimiento de
los canceres de mama ER+ metastaticos en mujeres postmenopausicas y
premenopdusicas, y disminuir el riesgo de padecer cancer de mama en las

mujeres con un alto indice de riesgo de enfermedad pero que todavia no han

67



Introduccion

sido diagnosticadas (198).

Algunas personas no reciben un beneficio completo de la administracion del
tamoxifen. El cuerpo utiliza la enzima CYP2D6 para convertir el tamoxifen en
su metabolito activo. Puede suceder que no haya suficiente enzima o ésta no
funcione correctamente como para metabolizarlo en cantidades efectivas para
el paciente o que la ingesta de otros medicamentos junto al tamoxifen

provoquen la pérdida de la eficacia de la enzima (198, 215).

v" Toremifeno: conocido también como Fareston, tiene una actividad muy similar
a la del tamoxifen (115). Su uso fue aprobado para los canceres de mama ER+
de mujeres postmenopausicas con enfermedad metastasica. A diferencia del
tamoxifen, el toremifeno no se ve afectado por el estado de la enzima CYP2D6,
por lo que este medicamento puede representar una buena opcién para
aquellas personas con una enzima disfuncional o si se hiciera necesaria la
ingesta de otro medicamento que afectara también a dicha enzima. Los efectos
secundarios son parecidos a los que presenta el tamoxifen (198).

1.4.5.2.2. Otros componentes no esteroideos

En este grupo destacan el EM-800 y EM-652, el LY353381 (SERM1) vy
LY357489 y el raloxifeno, siendo éste el mas importante (177).

v" Raloxifeno: conocido también como Evista, es un derivado del benzotifeno y
representa el mas estudiado de los SERMs de nueva generacion. Se une al ER
con la misma afinidad que el estradiol (216). Su actividad es similar a la del
tamoxifen excepto por el hecho que tiene menor actividad estrogénica agonista
en el endometrio (217). Ademas su eficacia tampoco se ve afectada por la
enzima CYP26.

El raloxifeno se utiliza en: cancer de mama ER+ en mujeres postmenopausicas
que todavia no han sido diagnosticadas de enfermedad pero que presentan un
alto riesgo de padecerla, en mujeres postmenopdausicas diagnosticadas de
osteoporosis y que todavia no han sido diagnosticadas de cancer de mama, y
para el tratamiento y la prevencion de la osteoporosis en mujeres
postmenopausicas. Hasta la fecha no se utiliza en mujeres con cancer de

mama ya diagnosticado (198).
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1.4.5.3. Inhibidores de aromatasa

Los IAs bloquean la actividad de la enzima aromatasa, que se encarga de la
conversion de la androstenediona y testoterona en estrona y estradiol. La aromatasa
se expresa en tejidos como el musculo y el tejido adiposo tanto en mujeres
posmenopausicas como en las premenopdausicas. Estos tejidos se convierten en la
fuente predominante de estrogenos en las mujeres postmenopausicas (218).
Actualmente existen dos clases de |As. Los inhibidores de tipo | y los inhibidores de
tipo Il. Los de tipo | se unen irreversiblemente a la aromatasa y tienen una estructura
esteroidal, como la exemastona (Aromasin). Los de tipo |l se unen a la aromatasa de
forma reversible y son agentes de estructura no esferoidal, como el anastrozole
(Arimidex) y el letrozole (Femara) (218). Los diferentes mecanismos de accion
reducen resistencias cruzadas y permiten que la terapia sea prolongada utilizando
diferentes inhibidores (219). En pacientes con un riesgo elevado de padecer cancer de
mama asi como en aquéllas donde la enfermedad se encuentra avanzada, los IAs han
demostrado buenos resultados (220).

Los IAs parecen mostrar ciertas ventajas y unos efectos secundarios menores
que los asociados a la terapia con tamoxifen, aunque también carecen de los efectos
beneficiosos sobre el metabolismo lipidico y 6seo. Ademas pueden causar problemas
coronarios de mayor gravedad y mayor pérdida ésea u osteoporosis, al menos durante
los primeros 5 afos. El efecto secundario mas comun es el dolor de articulaciones. Los
IAs se administran después del tratamiento inicial (cirugia y posiblemente radio y
quimioterapia) (198).

Los IAs se utilizan en: cancer de mama ER+ de estadios poco avanzados en
mujeres postmenopausicas como mejor eleccion de terapia endocrina; mujeres
postmenopausicas diagnosticadas de cancer de mama metastatico ER+ que han
recibido 2 6 3 afos de tamoxifen; para continuar hasta los 5 afios de terapia hormonal
con |As. Este cambio presenta mas beneficio que 5 afos de tamoxifen; mujeres
postmenopausicas que han recibido 5 afos de tamoxifen, para continuar con 5 afnos
mas de terapia hormonal con IAs. Parece ser que reduce el riesgo de recaida en
comparacion con la detencién del tratamiento después del tamoxifen; y mujeres
diagnosticadas de cancer de mama metastatico ER+ que han recibido 2 6 3 afos de
tamoxifen (198).

El estudio ATAC (Arimidex, Tamoxifen, Alone or in Combination) realizado de
forma multicéntrica con 9.366 pacientes, compar6 los efectos del tamoxifen con el
anastrozole, sélo o en combinacion como terapia endocrina adyuvante en mujeres

postmenopausicas con cancer de mama invasivo operable de bajo grado. El primer
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analisis mostré que la SLE resultaba mas larga y de forma general mejor tolerancia
con anastrozole que con tamoxifen. Esta observacion se mantuvo en andlisis
posteriores con una media se seguimiento de 47 meses para la eficacia del
medicamento y 37 meses para su seguridad y tolerancia (180).

1.4.5.4. Disminuidores selectivos del receptor de estrogenos

Los SERDs bloquean los efectos del estrégeno en el tejido mamario de forma
similar a los SERMs, como el tamoxifen. Los SERDs se colocan en el ER de forma
que el estrégeno ya no puede unirse a él y por lo tanto la célula no recibiria las
sefales de crecimiento y multiplicacién. Pero a diferencia del tamoxifen, los SERDs
tienen la capacidad de inducir la reduccion del numero de ERs asi como de alterar su
forma provocando su disfuncién (198).

Actualmente hay un SERD disponible para el tratamiento de canceres de
mama ER+, el Faslodex o fulvestrant. Este SERM es un derivado del estradiol cuyo
mecanismo de accién antiestrogénico difiere significativamente de otros SERMs. El
Faslodex bloquea la transactivacién del ER a nivel de los dominios AF-1 y AF-2,
ademas también impide la dimerizacion del receptor e induce su degradacién. Es por
lo tanto un potente inhibidor de la transcripcion de los genes regulados por el ER
(221).

Se utiliza en mujeres postmenopausicas con cancer de mama ER+ metastasico
que han dejado de responder a la terapia endocrina. El Faslodex parece funcionar tan
bien como el IA anastrozole a la hora de ralentizar o detener el crecimiento metastatico
en el tipo de cancer mencionado después de que el tamoxifen haya dejado de
funcionar. Los efectos secundarios mas comunes del Faslodex son parecidos a los
que presentan la mayoria de SERMs (198).

Los estudios realizados hasta la fecha muestran que aunque el Faslodex
puede no ser el mejor SERM como tratamiento preventivo en mujeres normales debido
a sus fuertes efectos antiestrogénicos, podria ser un importante agente antitumoral
(177).

1.4.5.5. ER y PR como factores predictivos de terapia hormonal

El estado del ER en el tumor mamario es un predictor de respuesta a la TE. En
el tratamiento adyuvante, un meta-andlisis mostr6 que el tamoxifen reducia
significativamente la recurrencia y muerte en pacientes con tumores ER+ (49).
Resultados similares se han obtenido en dos estudios prospectivos que analizaron el

efecto del tamoxifen en tumores ER-, asi como en estudios restrospectivos de varios
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ensayos clinicos (222). Ademas, muchos estudios han demostrado que la respuesta a
este fa&rmaco esta directamente relacionada con los niveles de ER (178).

Aunque el valor predictor del ER respecto a la terapia endocrina esta
ampliamente aceptado, el del PR ha sido algo méas controvertido (144). Por ejemplo,
en un andlisis global de todos los estudios de TE en cancer de mama observé que el
estado del PR no era capaz de predecir el hipotético beneficio de la TE (49). Sin
embargo, la variabilidad en la metodologia de los ensayos utilizados y la falta de
controles de calidad en muchos laboratorios cuestiond estos resultados.
Recientemente se ha publicado un estudio retrospectivo basado en dos grandes bases
de datos de pacientes con cancer de mama en estado poco avanzado de la
enfermedad, tratados con TE y cuyos valores de ER y PR fueron analizados en dos
laboratorios clinicos con controles estandarizados de calidad (179). En este estudio, se
observo que pacientes con tumores ER+/PR+ se beneficiaban en mayor medida de la
TE adyuvante que los pacientes con tumores ER+/PR-. Andlisis multivariados
mostraron que tanto el ER como el PR eran predictores independientes de SG, con
una reduccion del riesgo relativo de fallecimiento significativamente mas elevada en
los tumores ER+/PR- respecto a los ER+/PR-. Ademas, el PR todavia conservaba su
valor incluso cuando el ER se consider6 como una variable continua, indicando que la
informacion predictiva del PR es independiente de los niveles cuantitativos del ER y
que por lo tanto el PR aporta informacién predictiva junto con el ER (179). El valor
predictivo del PR en el tratamiento adyuvante con tamoxifen también ha sido
demostrado en dos pequenos estudios (223, 224).

De acuerdo con el valor predictivo del PR en el tratamiento adyuvante, varios
estudios muestran que valores elevados de PR correlacionan independientemente con
una mayor probabilidad de respuesta al tamoxifen, mayor tiempo de fallo al tratamiento
y mayor supervivencia en pacientes con enfermedad metastasica (47). Como ocurre
con el ER, la respuesta esta directamente y positivamente relacionada con los niveles
de PR (178). De forma similar, dos estudios recientes de neoadyuvancia mostraron
una mejor respuesta (evolucion clinica y ratio de proliferacion) a la terapia endocrina

en los tumores PR+ en comparacién a los PR- (225, 226).
1.5. Técnicas aplicadas al analisis genético

El andlisis citogenético de las células tumorales ha revelado la presencia de
alteraciones cromosdmicas clonales en mas de 30.000 neoplasias humanas (227).
Hoy en dia sabemos que la presencia de determinadas alteraciones cromosémicas
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aporta informacion importante con valor diagnéstico y prondstico en neoplasias
hematoldgicas y tumores solidos (228, 229).

Desde su aparicion, los métodos de analisis citogenéticos evolucionaron
progresivamente y con el tiempo llegaron a formar parte de la rutina clinica, aportando
valiosa informacién sobre la patologia a tratar. A menudo, el conocimiento de la
alteracién cromosomica asociada a un determinado diagnostico permite realizar un
seguimiento de la evolucion de la enfermedad, valorar la respuesta al tratamiento y
detectar y cuantificar la enfermedad minima residual (230). Buena parte del progreso
alcanzado en este campo fue debido inicialmente al desarrollo y aplicacion de la
citogenética convencional (CC).

En los ultimos afos, el desarrollo de nuevas técnicas de analisis citogenético y
biologia molecular y el perfeccionamiento de las ya existentes, ha permitido un gran
avance en el estudio y descubrimiento de un mayor numero de anomalias genéticas
ligadas a un cierto tipo de patologia, asi como su repercusion clinica. La CC ha dado
paso a la citogenética molecular que incluye técnicas como la FISH (231) -sobre una
muestra o sobre arrays de tejido (TMAs)-, el multicolor-FISH (M-FISH) y el
cariotipo espectral (Sky) (232), la CGH (233) y los arrays de CGH (CGH-
array)(234)...basadas todas ellas en el fundamento metodologico de la técnica de
hibridacion in situ (HIS) (235-237). A continuacién se describen las técnicas de
andlisis genético relacionadas directamente con este estudio.

1.5.1. Citogenética convencional

La CC es la disciplina que permite el estudio y analisis del numero y estructura
de los cromosomas de células en metafase obtenidas tras el cultivo in vitro de las
mismas. Desde la observacion en los anos 60 por Nowell y Hungerford de la
aparicion de un pequenio cromosoma, al que denominaron Philadelphia (Ph) en
pacientes con leucemia mieloide crénica (238), y la posterior descripcidén en los afos
70 por Caspersson de técnicas de bandeo cromosdmico, el analisis citogenético
convencional ha sido en los ultimos 30 afnos, una de las areas de la genética que se
ha desarrollado con mayor rapidez (239).

En el caso de las neoplasias hematolégicas, debido a la relativa facilidad de
obtener metafases de calidad a partir de cultivos de médula 6sea, el andlisis
citogenético convencional se ha incorporado en los laboratorios de genética como una
técnica de rutina, que complementa al diagnéstico morfolégico e inmunofenotipico.
Ademas, el hecho de ser una técnica que permite analizar todo el genoma humano y
su bajo coste econdmico desperté un gran interés, facilitando su uso y aplicacién de
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forma generalizada (240). Sin embargo, en el caso de los tumores sélidos, como los
tumores de la glandula mamaria, la existencia de factores, fundamentalmente
metodoldgicos, frend la incorporacion de esta tecnologia a la rutina diagnéstica, de
forma que pudiera complementar al diagnéstico anatomo-patolédgico (Fig. 16).

Entre los obstaculos técnicos para obtener metafases analizables a partir de
muestras de tumor cabe destacar, entre otros: dificultad en la obtencidén de crecimiento
in vitro de tumores primarios, de metafases con alteraciones y de metafases de buena
calidad; necesidad de disgregacion enzimatica de la muestra; contaminacion
microbiana; presencia “contaminante” de células no patoldgicas y, por ultimo, debido al
tiempo de manifestacién clinica de la mayor parte de los tumores, la ocurrencia de
alteraciones cromosomicas muy complejas y variables que hacen dificil determinar el
cambio cromosémico primario asociado con un tipo de tumor (241).

La técnica de CC sigue de forma general el siguiente procedimiento (242):

- Incubacién de la muestra en medio de crecimiento con nutrientes,
antibiéticos y agentes inductores de la mitosis.

- Adicion al medio de cultivo de una agente antibi6tico (colchicina) que
permite detener la division celular en metafase.

- Induccién de un choque hipotdnico para romper las membranas celulares
del cultivo.

- Fijacion de los nucleos en suspension para conservar la estructura
cromosomica.

- Realizacion de la extension celular sobre un portaobjetos y envejecimiento
en placa calefactora.

- Tincién de las extensiones.

En el caso de los tumores sélidos es necesario realizar previamente una
disgregacion y digestion del tejido asi como realizar un control del crecimiento celular
para determinar el mejor momento de extraccion del cultivo (242).
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Fig. 16. Cariotipo de una muestra de tumor de mama cultivado en el laboratorio. En él se
observan multiples alteraciones cromosomicas, como son translocaciones, deleciones vy

adiciones.
1.5.1.1. Caracterizacion por citogenética convencional de carcinomas mamarios

En el afo 2002, Teixeira et al. (243) publicaron una revision acerca del perfil
citogenético de los tumores mamarios basada en articulos originales publicados entre
los anos 1992-2001. Fueron descritas alteraciones clonales de un total de 322
muestras de 256 pacientes, y se observé que aunque las muestras mostraban
alteraciones no aleatorias eran también muy heterogéneas (Tabla 5).

Se describieron 6.067 regiones cromosémicas ganadas, de entre las que
destacaban: 1q11-q44 (31,3-35,2% de los casos), 7p22-q36 (18,4-21,5%), 8q11-g24
(10,2-11,3%), 20p13-q13 (10,5-10,9%), 12p13-q24 (10,2-10,9%), 16p11-p13 (9,8-
10,2%), y 18p11-923 (9,4-9,8%). Las ganancias mas comunes correspondian a
cromosomas enteros (+7, +12, +18, +20) o a brazos de cromosomas (+1q, +8q,
+16p). Por otra parte, se observaron 12.168 regiones perdidas, de entre las que
destacaban: 3p13-p14 (21,9-23,4%), 16¢22-9q24 (21,5-23,4%), 16q11-g21 (15,2-
19,1%), Xp22-928 (13,3-17,2%), 8p21-p23 (13,3-15,6%), 13p11-q34 (13,3-15,5%),
3p21 (14,8%), 4p12-p16 (12,5-14,1%), 17p11-p13 (12,1-14,1%), 1q42-q44 (13,3-
13,7%), 22p11-q13 (12,1-13,7%), 10p12-p15 (12,1-13,3%), 3p12 (12,5%), y 6927,
10926, 11p15, y 11923 (12,1%)(243).
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Ademas, los caritotipos casi triploides fueron observados Unicamente en los
carcinomas ductales, asi como una gran parte de las translocaciones cromosémicas
no equilibradas (243).

Tabla 5. Alteraciones cromos6micas recurrentes en cancer de mama que han sido detectadas
al menos una vez como unico cambio. Sole change: Unico cambio. Chromosomal change:

cambio cromosoémico. All cases: todos los casos

Sole change

Chromosomal change All cases (%) Manoclonal Polyclonal Sole changefall cases

Structural

del(3)(p12—~13pl4—~21) 33(13%) 10 19 88%
der(1;16)(ql0:pl0Q) 31 (12%) 9 I 65%
i(l)iglo) 24 (9%) 3 9 50%
del(1)(gl1—12) 13 (5%) I 9 T7%
del(6)(q21—~23) 10 (4%5) 2 3 50%
del(1)(g42) 9 (4%) 2 - 67%
del(7)(g31-32) 6 (2%) I 2 B0%
del(1)(g25—31) 5(2%) 1] 2 40%
t{l;16)(q21;q13) 3(1%) 1] 3 1003
del(1)(g2l) 3(1%) 1] I 33%
der(1)c{1:8)(p12—13:;gl1) 2(1%) 1] I B0%
der(1:;3){gl0;q10) 2 (1%) ] I 50%
der(1;15)(ql10:;ql0) 2(1%) I ] 50%
del(2)(gl 1) 2(1%) 1] I E0%
inv(7)(p22ql 1) 2(1%) o I 50%
MNumerical
+7 44 (17%) 7 14 48%
—X 37 (15%) 2 3 14%
—18 27 (11%) o 3 11%
+20 26 (10%) 1] 4 15%
+18 25 (10%) 5 8 52%
+12 24 (10%) | 2 13%
+3 24 (10%) I I 4%
+X 20 (8%) 3 3 30%
—19 18 (7%) 1] 3 17%
+8 17 (7%) I | 12%
+1 7(3%) o 2 29%
+11 6(2%) | I 33%
-Y 4(2%) | I 50%

1.5.2. Hibridacion in situ fluorescente

La técnica de FISH convencional permite detectar y localizar secuencias
especificas de ADN o ARN sobre preparaciones cromosomicas, extensiones celulares,
cortes de tejido y cortes ultrafinos utilizados para el estudio al microscopio electrénico
(231).

Los dos componentes principales de la técnica de FISH son la sonda de ADN,
previamente marcada directa o indirectamente con moléculas fluorescentes, y la
secuencia diana en la muestra tumoral para la cual es especifica. La base
metodoldgica requiere inicialmente de una desnaturalizacién tanto del ADN de la
muestra como del ADN de la sonda utilizada (que debera ser complementaria al
fragmento de ADN que se desee estudiar). Dicho proceso tiene lugar a partir de la
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rotura de los puentes de hidrogeno que unen la doble hélice del ADN mediante la
utilizacién de temperaturas elevadas (70%-80°C). Posteriormente se procede a hibridar
ambos ADNs de modo que se produzca la unién entre ambos por complementariedad
de bases. El resultado de la hibridacién se interpretard microscépicamente y teniendo
en cuenta el tipo de sonda utilizada (244).

Es importante destacar que no es una técnica de busqueda de nuevas
alteraciones cromosémicas, sino que detecta Unicamente aquello que a priori se ha
diseniado. El resto del genoma permanece oculto (244).

Podemos utilizar sondas de ADN de distintos tipos (Fig. 17): centroméricas
(marcan Unicamente las zonas centroméricas y permiten detectar alteraciones
cromosomicas numéricas sobre metafase y nucleos interfasicos), de pintado
cromosomico (constituidas por una libreria de sondas que abarcan todo un
cromosoma y permiten visualizar alteraciones citogenéticas numeéricas y estructurales
sobre metafases y confirmar de forma inequivoca cariotipos con translocaciones
complejas o con cromosomas marcadores) vy las de secuencia Unica o locus
especifico (marcan regiones cromosémicas muy concretas y permiten detectar

alteraciones numeéricas y estructurales sobre metafases y nucleos interfasicos) (244).

Sondas de Sondas Sandas Sandas

locus especifico centroméricas telomeéricas pintado
| j cromosomico

Secuencias repetitivas

Expart Haviaws in Malacular Madicing 2 2000 Cambadgs Univarsity Prass

Fig. 17. Tipos de sondas de ADN.

La técnica de FISH ayuda a la CC en todas aquellas situaciones en las que no
ha sido posible realizar un cariotipo: al disponer de metafases de poca calidad, o no
haber obtenido metafases, o bien en los casos en los que las alteraciones
cromosOmicas asociadas a un diagnostico son cripticas (no visibles en el cariotipo).
Por ello, su utilizacion ha aumentado enormemente en los Ultimos afos como

complemento de las técnicas de CC (244).
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1.5.2.1. Arrays de tejidos

Los TMAs fueron aplicados por primera vez por Kononen et al. en 1998 (245).
Actualmente representan un gran avance para las técnicas basadas en el analisis
histoldgico, incluyendo la IHQ y la FISH, ya que su utilizacién facilita el rapido estudio
de cientos de muestras de pacientes diferentes tras un sélo experimento (246, 247).
Desde su introduccion en los laboratorios, esta tecnologia se ha aplicado al estudio de
la biologia tumoral, la evaluacién de biomarcadores moleculares y el control de calidad
de laboratorios. Los TMAs también sirven como una excelente herramienta de
validacion para otros tipos de analisis moleculares de alto rendimiento (248).

Uno de los pasos mas importantes para la elaboracién de un array de tejidos es
la seleccién e identificacion de las muestras tumorales que se quiere analizar e incluir
en el TMA. Ademas se utiliza un corte del mismo tejido tefiido con hematoxilina-eosina
para determinar la mejor area de cada bloque de tejido parafinado del que extraer el
cilindro muestra (249).

Antes de la construccion del TMA se disefia un esquema que indique en qué
posicion ird cada muestra y para la construccion fisica del TMA se utiliza un
microarrayer de tejidos (manual o automatizado) que contiene las agujas necesarias
para la formacién del agujero donde ira insertada la muestra y para la obtencién del
cilindro de cada muestra. El tamario de los cilindros varia de 0,6 mm a 2 mm, siendo el
de 0,6 el mas utilizado, pudiendo incluir con este didametro hasta 600 cilindros por
TMA. EI seccionamiento del TMA puede realizarse con un micrétomo tradicional pero
este paso requiere un técnico especializado (250). El nimero de cortes que se pueden
obtener dependen del grosor del corte y del grosor de los bloques de las muestras
utilizadas. Actualmente se estan desarrollando tecnologias que permitirian mas de
2.000 cortes por TMA (251) (Fig.18).
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Fig. 18. Esquema general de la construccidon de un array de tejidos (TMA). 1: Arrayer. 2:
Obtencion del cilindro del bloque de parafina de la muestras. 3: Aguja con cilindro de una
muestra. 4: Inclusién de un cilindro de una muestra en el bloque de parafina con el resto de

muestras. 5: Seccionamiento del TMA con micrétomo. 6: Portaobjetos con un TMA.

Los TMAs presentan importantes ventajas: permiten sacar mas rendimiento de
una muestra de tejido puesto que el numero de cortes que se pueden obtener de un
TMA es mas elevado que el de un bloque parafinado, quedando ademas la mayor
parte del tejido incluido en el bloque original de la muestra después de ser extraido el
cilindro (252); permiten el andlisis simultaneo de un mayor numero de muestras en un
s6lo experimento (253, 254) y por lo tanto confiere al estudio uniformidad, ya que a las
muestras se les aplica las mismas condiciones experimentales lo que evita variaciones
durante el proceso que puedan afectar a los resultados (255); y finalmente permite
disminuir los costes econémicos y técnicos del estudio (249).

1.5.2.2. Caracterizacion por FISH de carcinomas mamarios

La aplicacién de la técnica de FISH en los tumores mamarios ha permitido la
comprobacién y extrapolacion de muchos de los resultados encontrados por las
técnicas de CC y nuevas técnicas de citogenética molecular. Ademas, son varias las
sondas de FISH utilizadas de forma rutinaria en muchos laboratorios de anatomia
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patoldgica y citogenética, cuyo resultado puede aportar una valiosa informacién acerca
del pronéstico y respuesta predictiva a cierto tipo de tratamientos.

Letessier et al. (189) analizaron el estado genético de varios genes, en 547
tumores invasivos mamarios organizados en un TMA por la técnica de FISH.
Observaron amplificaciones de 8p12 en un 22,8%, de 8924 en un 6,1%, de 11q13 en
un 19,6%, de 12p13 en un 4,1%, de 179412 en un 9,9%, y de 20q13 en un 9,9%.

Entre los genes que identifican las sondas comerciales mas importantes
aplicadas al diagnostico del cancer de mama podemos encontrar: EGFR (7p12), MYC
(8924), CCND1 (11q13), HER2 (17q11.2-q12), TOP2A (17921-g22) y ZNF217
(20q13), siendo la amplificacion del gen HERZ2 la de mayor relevancia, debido a que su
positividad confiere un mal prondstico a la enfermedad y a la vez una buena respuesta
predictiva al tratamiento con trastuzumab (256).

1.5.3. Arrays de hibridacion genomica comparada

La técnica de la CGH-array es una tecnologia relativamente reciente cuyo
origen se encuentra en la CGH (233), técnica que por primera vez permitia detectar
cambios en el nimero de copias a una resolucién de unas 3-10 Mb para las ganancias
y de unas 10-20 Mb para las pérdidas a lo largo de todo el genoma (257,258) y que
ademas no requeria el cultivo de las células del tejido patolégico. Como limitaciones,
no permitia detectar translocaciones ni mosaicismos y requeria una elevada infiltracion
tumoral (>50%)

Kallioniemi et al. (233) fue el primero que aplic6 la CGH en la Universidad de
California, San Francisco, como una nueva técnica de analisis cromosdémico en 1992,
seguido cercanamente por du Manoir et al. (259) Esta técnica esta basada en la
mezcla de un ADN tumoral, marcado con un fluorocromo verde (FITC), junto a un ADN
normal, marcado con un fluorocromo rojo (TRITC) -ambos ADNs previamente
digeridos-, que se hibrida a una extensién de metafases normales humanas. Para el
marcaje de los ADNs se utilizaba la técnica de la nick translation. En la mezcla
ademas se anadia el llamado ADN cot-1 que consistia en ADN de esperma de salmén
o placenta, que se unia a las secuencias repetitivas que los cromosomas para evitar
hibridaciones inespecificas. Inicialmente el ADN referencia y las metafases eran
obtenidas de voluntarios sanos y no del paciente, aunque con el tiempo ambos se
pudieron obtener de casas comerciales. Entre los fragmentos de ADN marcados en
ambos colores se establecia una hibridacién competitiva hacia el locus de las
metafases cromosémicas de la extension. Después de la hibridacién se realizaban
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varios lavados para eliminar restos de la reaccion y se aplicaba DAPI para resaltar y
poder localizar las metafases (Fig.19).
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Fig. 19. Cariotipo de una muestra tumoral mamaria en el que podemos observar las bandas
generadas después de la tincion con DAPI (bandas similares a las bandas G, pero con mucha
menor claridad y resolucién).

Finalmente se procedia a la captura de los dos fluorocromos utilizados y del
DAPI, mediante un microscopio de fluorescencia, y se obtenia el cariotipo a partir de la
imagen capturada en DAPI y las ratios de fluorescencia mediante un software de
andlisis para obtener los resultados finales. Cuando la ratio entre la fluorescencia
verde y la roja era mayor que uno, entonces hablabamos de ganancia de material
genético, y cuando era menor que uno, hablabamos de pérdida (260) (Fig. 20).
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Fig. 20. CGH de una muestra tumoral mamaria. Metafases capturadas con un microscopio de
fluorescencia. Arriba-izquierda: DAPI. Arriba-derecha: fluorescencia roja. Abajo-izquierda:

fluorescencia verde. Abajo-derecha: superposicion de las fluorescencias roja y verde.

Entre 1997 y 1998, Solinas-Toldo et al. (261) y Pinkel et al. (234)
desarrollaron la primera técnica de CGH-array, donde la hibridacion competitiva del
ADN del paciente tenia lugar en un array formado por clones de ADN en lugar de
metafases cromosomicas. Al igual que la CGH, es una técnica que no requiere cultivo
del tejido a estudiar, y que permite detectar pérdidas y ganancias de material genético
pero no las translocaciones ni los mosaicismos que sean inferiores al 30%.

Inicialmente las plataformas de CGH-array generalmente usaban clones de
fragmentos grandes como los de cromosomas artificiales bacterianos (BACs) (262,
263). Los arrays aportaron una valiosa informacion, pero presentaban limitaciones
importantes, como era el caso de su laboriosa fabricacién, su limitada resolucién (1-2
Mb) debido al tamano (150-200 kb) y al numero de clones (2.400-30.000) incluidos en
el array y que representaban el genoma (264).

Mas tarde fueron introducidos también los de fragmentos mas pequefios como
los cosmidos y los fosmidos (265), asi como los constituidos por acidos nucleicos
menos complejos como los cDNAs (266), y productos seleccionados de PCR (267,
268). Finalmente en el afio 2004, Brennan et al. (269) y Carvalho et al. (270) dan a
conocer los primeros estudios de CGH-array en los que se utilizaban
oligonucleétidos, caracterizados por fragmentos de ADN de secuencia Unica de 25 a
85mer que permitieron elevar de forma sorprendente la resolucion de esta técnica y
por lo tanto la capacidad de deteccién de alteraciones genémicas.

A partir de este momento diferentes plataformas de arrays y arrays de muy
diversa y elevada resolucion empiezan a estar disponibles en el mercado por distintas
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casas comerciales como Agilent Technologies, Affymetrix y NimbleGen, que
combinan diferentes métodos de marcaje, hibridacion y analisis de resultados (264).

El proceso de la CGH-array se inicia mediante la extraccién del ADN del tejido
de las muestras que queremos analizar y de la obtencidén de la misma cantidad de un
ADN control comercial. Un paso importante a realizar es la comprobacion de la
cantidad y calidad, asi como del nivel de degradacién del ADN extraido, puesto que un
ADN de mala calidad puede dificultar una buena hibridacién y por lo tanto el analisis
de los resultados. Seguidamente se digieren y se purifican ambos ADNs. Se marcan
con dos fluorocromos distintos, normalmente con Cy5 la muestra problema y con Cy3
la muestra control, se purifican de nuevo y se valora la calidad y la ratio de
incorporaciéon de fluorocromos, es decir, como de bien se han marcado los ADNs
(265). Se realiza la mezcla entre un ADN muestra y un ADN control de forma que
tengamos més o menos la misma cantidad de ADN marcado de cada uno de ellos. Se
anaden los buffers de hibridacion y el ADN cot-1. Finalmente se co-hibrida la mezcla
con el array. Una vez finalizada la hibridacién, es necesario disponer de un potente
escaner para la lectura de las fluorescencias y su superposicion, asi como un software
de andlisis que permita convertir la informacién visual que aporta el escaner en datos
numeéricos analizables (265).

Desde su introduccién en el mercado, los arrays de CGH han permitido el
estudio y analisis exhaustivo de una gran diversidad de patologias, no sé6lo tumorales,
sino también relacionadas con el retraso mental y la dismorfia y con la investigacion
prenatal (271). Actualmente su uso empieza a estar presente en algunos laboratorios
de rutina clinica, aunque todavia esta muy limitado debido al elevado coste que
supone la adquisicion de la plataforma y a la dificultad relativa de su analisis.

1.5.3.1. Caracterizacion por CGH y CGH-array de carcinomas mamarios

La CGH ha contribuido en gran medida al estudio de los tumores mamarios y
por lo tanto a la deteccién de un mayor nimero de alteraciones cromosomicas, debido
al hecho de no ser necesario el cultivo de los mismos para su posterior analisis, factor
especialmente importante para este tipo de tumores. En su revision, Persson et al.
(272) describieron las alteraciones cromosomicas detectadas mediante CGH y CC de
varios estudios existentes, observando que la primera técnica permitia la deteccién de
un mayor numero de aberraciones citogenéticas (Tabla 6). En otra revisién, Struski et
al. (273) describieron las alteraciones cromosémicas encontradas en varios estudios
de cancer de mama realizados hasta el 2002 (Tabla 7).
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Por lo que respecta a la CGH-array, desde su implementacion hasta hoy dia
son muchos los trabajos en que esta técnica ha sido aplicada al estudio del cancer de
mama, lo que ha facilitado el tener un conocimiento mayor de las alteraciones
genéticas ya descritas en la literatura. Ademas, debido a la elevada resolucion de esta
técnica se han podido observar alteraciones genéticas noveles y de mucho menor
tamano que las aportadas por la CC y la CGH, permitiendo un estudio mas exhaustivo
y especifico de esta patologia (274, 275).

Tabla 6. Alteraciones cromosémicas recurrentes de carcinomas mamarios obtenidas por CC y
CGH.

Brazo Ganancias Ganancias Brazo Pérdidas Pérdidas
cromosomico (CGH) (citogenética)  cromosémico (CGH) (citogenética)
n=278 n=508 n=261 n=508
1q 54% 16% 16q 23% 11%
8q 50% 8% 8p 22% 11%
11q 24% 4% 13q 18% 11%
17q 23% 2% 6q 15% 15%
20q 22% 5% 11q 15% 9%
16p 18% 6% 17p 14% 13%
5p 9% 4% 18q 13% 6%
3q 8% 5% 3p 11% 14%
7p 6% 7% 5q 11% 7%
79 3% 9% Xq 11% 10%
6p 2% 6% 4p 10% 7%
6q 2% 5% 1p 9% 20%
8p 2% 6% Xp 8% 10%
22q 6% 10%

Tabla 7. Revision, realizada por Struski et al. (273), de alteraciones cromosémicas obtenidas

por CGH, presentes en carcinomas ductales infiltrantes (CDI).

CDI (n) (CERQERES Pérdidas Referencia

19,3p,6p,79,89,10q9,129,14
4-2p,5p. 79,69, 159, 14,149 4q,9p,11q9,13q (273)
15q,16,17,19,20q,21q,22q
19,3p,6p,79,89,10q9,129,14
OROP, 7,59, 77, 148, 49,9p.,114,13q (274)
15q,16,17,19,209,21q,22q

38 19,119,17q 169,119,169 (275)

29 19,39,5p,11q,179,209 1p,119,13,17p,19p (276)
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19,69,89,Xq 17p,22 (277)

80,209 16q (278)
1p,4p,49,69,11q,13

19,89,11q,16p,17q,19 P.#p,2,59, 119,159 (279)

16q,17p,18q,21q
1p,4q,59,69,9p,11

19,89,11q,16p,19,209,X P.#9,59,54,5p, 14 (280)
130,169,219

8q,17q,1q 17p,16p (281)

A continuacién se detallan los resultados de algunos de los estudios mas

importantes de arrays relacionados con cancer de mama hasta la fecha:

Nessling et al. (276): array de BACs aplicado a 31 tumores primarios
infiltrantes de mama (Tabla 8).

Shadeo and Lam (277): array de BACs aplicado a 7 lineas celulares de
caner de mama. Descripcién de 75 regiones de ganancia y de 48 de
pérdida. Amplificaciones mayormente observadas en 1p, 1q, 3p, 3q, 6p,
79, 8q, 9p, 11q, 15q, 17q y 20q.

Han et al. (278): array de BACs aplicado a 28 neoplasias mamarias ER+
tratadas con tamoxifen. Regiones de ganancia mayormente observadas en
1932.1, 17923.3, 8q24.11, 17q12-q21.1 y 8p11.21 (en orden decreciente
de prevalencia). Regiones de pérdida mayormente observadas en 6q14.1-
q16.3, 11921-q24.3 y 13q13.2-q14.3.

Chin et al. (190): array de BACs aplicado a 145 tumores primarios de
mama. Amplificaciones mayormente observadas en los cromosomas 8, 11,
12, 17 y 20. Asociacién entre subtipos de expresion y su perfil genético.
Chin et al. (279): array de oligos aplicado a 171 tumores primarios de
mama. Regiones de ganancia mayormente observadas en 1¢21.1-qtel,
5ptel-5p13.3, 8p12-g24.3, 17q12, 17q21-q25.1 y 20q11-qtel. Regiones de
pérdida mayormente observadas: 8ptel-p12. 11qi14-qtel, 13q21-qtel y
17ptel-p11.2.

Haverty et al. (280): array de SNPs (single nucleotide polymorphisms)
aplicado a 51 tumores mamarios. Regiones amplificadas mayormente
observadas en 8p12-p11.23, 8q24.13-24.22, 10p14-p13, 11q13.3-q13.4,
11913.3-q13.5, 11q13.5-q14.1, 11q13.5-q14.2, 17q12-g21.2, 17g21.32-
q22, 17923.2-g23.3, 20q13.32-q13.33 y 20q13.33. Regiones de pérdida
mayormente observadas en 8p, 13q, 16q, 22q, 6q, 9p, 11q, Xp, 1p, 4p,
10q, 14q y 18p.
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- Fang et al. (281): array de SNPs aplicado a 21 tumores mamarios.
Regiones de ganancia mayormente observadas en 1p, 1q, 3p, 5p, 69, 79,
10p, 11q, 21q y X. Regiones de pérdida mayormente observadas en 1p,
1q, 2, 39, 4, 6, 7q, 8q, 9, 10, 11q, 12q, 13q, 17p, 18, 19p, 20, 21q y 22q.

Tabla 8. Incidencia de ganancias (gain) y pérdidas (/loss) en tumores mamarios (n=31) (276).

Gain % Gain % Loss %o
11q13 77 18q23 42 11q22-q23 58
17q21-q22 74 21q22 42 9p21 55
20q12 68 19q13 39 6ql3 26
8q24 65 bp22 35 Op22-p23 26
12q13-ql5 bl 7pl2 35 3p24-p25 23
20q13 61 9q34 35 13q21-q22 23
1p36 58 15923 35 17pl1-pl2 23
17q12 58 17q23 35
q26 55 18q21 32
1ql1-q23 48 22q13 29
13q14 48 bq25 26
1g25-q31 45 17p13 26
6p21 45 20q11 26
l6p13 45 1g32 23
2p23-p24 42 14q32 23
15q25 42 15926 23

1.6. Analisis genético aplicado al estudio de tumores mamarios ER+ (PR+
/PR-)

Hasta hace relativamente poco tiempo la informacion existente acerca de los
tumores dependientes de estrogenos, provenia basicamente de estudios clinico-
patolégicos -ver apartado “1.3.8.4.1. Canceres de mama hormonales (ER+/PR+ vs
ER+/PR-*-

La introduccion de las nuevas técnicas de andlisis genético junto con las ya
existentes han permitido el estudio de estos dos tipos de tumores de forma mas
exhaustiva, y por lo tanto su mejor caracterizacién. A continuacion se describen las

caracteristicas genéticas mas importantes asociadas a los tumores ER+ (Tabla 9).
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Tabla 9. Resultados de estudios genéticos previos relacionados directamente con los tumores

ER+. Color verde: ganancias. Color rojo: pérdidas. Entre paréntesis el nombre de los genes

analizados. Abreviaturas: a: amplificacion; 2a: dos regiones de amplificacién.

ALTERACION ASOCIADA A:

Luminal A Luminal B
Estudio | Técnica ER+ (ER+/PR+ 0 ER+/PR-
(ER+/PR+)
PR-)
1932.1
8p11.21
8q24.11
Han et al. CGH- 17923.3
(278) array 17912-9q21.2
6914.1-q16.3
11921-9g24.3
13q13.2-q14.3
Letessier a
et al FISH 20q13
(189) (ZNF217)
1q
1q 8p1 1-531 2°
8q~°
8p11-p12°
11%132143 11q1§-q14a
q14° q
Chin et al. CGH- 12q12:|14 20q
(190) array 17q11-q12° ;p
17921-q24° i
20q13° 9
164 169
17p
22q
Creighton 11q13
et al. CGH- 29 12q14-q15
(191) array 17921-925
(revision) 11913-9g25
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2. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

“La posibilidad de que la meta no sea el objetivo. La posibilidad de que el
camino en si sea el objetivo de andar, la idea de transitar en un rumbo sin vivir

cada paso como un examen, el placer de avanzar en una direccion”

(Jorge Bucay)
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La hipétesis de este trabajo de investigacion ha sido la siguiente: el hecho de que los
tumores de mama ER+/PR+ y ER+/PR- presenten diferencias clinico-patolégicas y de
respuesta a la terapia hormonal implicaria que ambos podrian presentar diferencias en
su perfil genético.

El objetivo principal esta tesis doctoral ha sido el estudio y caracterizacion genética de
dos subtipos de tumores de mama (ER+/PR+ vs ER+/PR-) e identificar posibles
diferencias existentes entre ambos grupos. Para alcanzarlo, nos hemos propuesto los
siguientes objetivos especificos:

1. Seleccionar muestras congeladas de carcinoma ductal infiltrante ER+,
extraer su ADN y analizar la calidad del mismo para la realizacion de la
CGH-array.

2. Realizar una base de datos que contenga la informacién clinico-patoldgica
de las muestras seleccionadas para realizar la CGH-array.

3. Aplicar la CGH-array a 48 muestras de tejido mamario congelado (25
ER+/PR+ y 23 ER+/PR-), analizar la informacion obtenida mediante los
softwares de visualizacion y de analisis estadistico (Feature Extraction v8.1,
CGH Analytics v3.2.25 e InSilicoArray y realizar la técnica de FISH para
comprobar algunas alteracions genéticas observadas con el fin de:

- Conocer el perfil gendmico de cada grupo por separado y analizar
estadisticamente los resultados mediante el test U Mann-Whitney.

- Conocer el perfil cromosoémico global y de cada grupo.

- Conocer las regiones de alteracion solapadas (SORIs) y las
regiones SORIs recurrentes de cada grupo.

- Realizar una base de datos, con la informacién obtenida del perfil
cromosomico y las regiones SORI (incluidas las solapadas) para
conocer las regiones alteradas de forma significativa entre ambos
grupos analizando: el numero de casos alterados, las regiones
mas alteradas y solapadas, las regiones mas alteradas, solapadas
y compartidas y el nimero de casos alterados con amplificaciones
especificas incluidas en las regiones de alteracién recurrentes.

- Realizar la busqueda informatica en la base de datos NCBI de los
genes localizados en las regiones alteradas de forma significativa
entre ambos grupos que pudieran estar relacionados con cancer
de mama o con caracteristicas propias de los tumores ER+/PR-.
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4. Seleccionar 50 muestras ER+/PR+ y 50 ER+/PR-, elaborar una base de
datos con las caracteristicas clinico-patolégicas y construir cuatro arrays de
tejidos.

5. Validar en los arrays de tejidos mediante la técnica de FISH los genes de
interés obtenidos por la CGH-array y analizar estadisticamente los
resultados.
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3. MATERIAL Y METODOS

“El fracaso reside oculto en cada éxito, y el éxito en cada fracaso. En
este mundo, es decir, en el nivel de las formas, todos “fracasamos”
antes o después, y todas las realizaciones acaban convirtiéndose en
nada. Todas las formas son impermanentes”

(Eckart Tolle)
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3.1. Material

Las muestras utilizadas fueron de pacientes diagnosticadas de CDI de mama,
en la Unitat de Patologia Mamaria del Servei de Patologia del Hospital del Mar entre
los afios 2000 y 2008. Todas ellas fueron obtenidas, congeladas y almacenadas,
después de la obtencién del permiso para su uso cientifico por el Comité Etico de
Revision del Hospital del Mar, de acuerdo con las instrucciones a seguir sobre
muestras biolégicas de la Declaracion de Helsinki.

Para todos los tumores seleccionados, el subtipo histolégico y el analisis
de la expresion del ER y PR por IHQ fueron pertinentemente revisados por el Dr.
Josep Maria Corominas (Servicio de Patologia, Hospital del Mar. Barcelona). Ademas,
el estadio patologico, diametro tumoral, afectacién ganglionar, grado histolégico y la
expresion de ERBB2 y P53 fueron obtenidos del informe patoldgico primario. Ninguno
de los pacientes recibi6 quimioterapia neoadyuvante, para evitar alteraciones
genéticas debido al tratamiento.

Mediante el uso del programa SPSS 16.0 se construy6 una base de datos con

la informacidn clinico-patolégica de las muestras seleccionadas.

Las muestras seleccionadas se dividieron en dos grupos: serie de screening y

serie de validacion (Tabla 10):

- Serie de screening: se utilizaron 48 CDIs de mama (25 ER+/PR+ y 23
ER+/PR-) para la aplicacién de la técnica de CGH-array, seleccionados del
archivo de tejido congelado del Banco de Tumores del Hospital del Mar.
Las secciones de tejido se utilizaron para la extraccién del ADN. La
infiltracion tumoral de las muestras variaba de un 20 a 100%. Ademas, en
algunos de los 48 casos, también se utilizaron secciones de tejido de sus
respectivos bloques incluidos en parafina para la confirmacién por FISH, en
caso de duda, de algunos de los resultados de la CGH-array. Los bloques
escogidos fueron los mismos que los utilizados para los ensayos de IHQ y
FISH en el diagndstico clinico.

- Serie de validacién: se utilizaron 100 CDIs de mama distintos de los
anteriores (50 ER+/PR+ y 50 ER+/PR-) para extrapolar los resultados de
interés que se pudieran obtener del estudio inicial de CGH-array, mediante
la aplicacion de la técnica de FISH. Las secciones de tejido se obtuvieron
también del mismo bloque incluido en parafina utilizado para los ensayos

de IHQ y FISH en el diagndstico clinico.
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Tabla 10. Caracteristicas histopatologicas de las muestras (serie de screening y serie de
validacion). Abreviaturas: ER: receptor de estrogenos; PR: receptor de progesterona; n:
nuamero de muestras; LN: linfadenectomia; IHQ: inmunohistoquimica.

Serie de screenig Serie de validacion
(n=48) (n=100)
ER+PR+ ER+PR- p-value |[ER+PR+ ER+PR- p-value
(n=25) (n=23) (n=50) (n=50)
EDAD (anos) | 67,83 67,37 0,942 69,6 68,23 0,577
LN 0,195 0,03
+ 5 3 8 19
- 9 4 7 13
NR 11 16 35 18
TAMANO (cm) 0,868 0,572
<2 19 17 30 30
>2<5 6 6 19 17
>5 0 0 1 3
GRADO 0,862 0,716
I 5 4 18 16
Il 17 15 25 24
1 3 4 7 10
ESTADIO 0,523 0,084
| 14 12 25 23
Il 8 10 24 20
Il 3 1 1 7
ERBB2 (IHQ) 1 0,001
+ 1 0 0 10
- 24 23 50 40
P53 (IHQ) 0,668 0,461
+ 4 2 9 12
- 21 21 41 38

3.2. Métodos

Para facilitar el seguimiento y entendimiento de las técnicas utilizadas, se

presentan a continuacién organizadas segun el orden general de utilizacién:

- Extraccion de ADN de tejido congelado

- Purificacion de ADN de tejido congelado

- CGH-array

- Fabricacion de sondas no comerciales

- FISH en tejido parafinado (sonda comercial y no comercial)
- Rehibridacién de FISH en tejido parafinado
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- TMAs
- FISH en tejido parafinado procedente del TMA
- Tests estadisticos utilizados para el analisis de la FISH

3.2.1. Extraccion de ADN de tejido congelado

*Este protocolo se realiza a partir de unos 10 cortes de ente 10 y 14 um, dependiendo
del tamano del tumor, que se encuentra a -80°C e incluido en el medio de
conservaciéon OCT. Los cortes se realizaron con un microtomo (CM1850UV, Leika).
Para la extraccion del ADN se utilizé el kit DNAeasy tissue QiAmp que incluye los
reactivos especificos utilizados en el protocolo que aqui se detalla.

Dia 1:

- Anadir 1 mL de PBS 1x.

- Agitar con el vortex hasta que el tejido quede desenganchado de las paredes
del eppendorf.

- Centrifugar 5 min a 3.000 rpm a temperatura ambiente.

- Eliminar sobrenadante con una pipeta Pasteur.

- Anadir 180 pL de buffer ATL.

- Anadir 20 pL de proteinasa K.

- Mezclar con vortex.

- Sellar eppendorf con parafilm para evitar evaporacion.

- Incubar eppendorf en estufa a 56°C toda la noche.

Dia 2:
*Previamente preparar un bano seco a 70°C.

- Quitar parafilm y dar un pulso en el vértex.

- Anadir 200 pL de buffer Al.

- Mezclar bien con el vortex.

- Incubar en bafno seco a 70°C 10 min.

- Afadir 210 pL de etanol 100% y mezclar con vortex.

- Anadir la mezcla en una columna QiAmp metida previamente en tubo de 2 ml
(proporcionado por el Kit).

- Centrifugar a 8.000 rpm 1 min.

- Descartar sobrenadante. Poner la columna en tubo de 2 mL nuevo.

- Anadir 500 pL de buffer AW1.
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Centrifugar a 8.000 rpm 1 min.

Descartar el tubo que contiene el filtrado y ponerlo en tubo de 2 mL nuevo.
Anadir 500 pL de buffer AW2.

Centrifugar a méaxima velocidad 3 min (aproximadamente 13.000 rpm).
Descartar tubo. Poner columna en eppendorf estéril.

Anadir 50 uL de agua destilada.

Dejar 1 min a temperatura ambiente antes de centrifugar.

Centrifugar a 8.000 rpm 1 min.

Anadir 50 pL de agua destilada.

Centrifugar a 8.000 rpm 1 min.

*A partir de aqui se pueden guardar las muestras a -4°C 6 -20°C hasta su posterior

utilizacion, o previamente a su congelacion, cuantificar y valorar la calidad y estado de
degradacion del ADN:

Cuantificacion del ADN: introducir 1 pyL de la muestra en un nanodrop
(Spectophotometer ND-1000, Nanodrop). Ademas de la cantidad del ADN,
también es importante tener en cuenta las ratios de calidad del ADN que
automaticamente obtenemos con la cuantificacion. La ratio 260/280 nos da la
relacion ADN/proteinas, mientras que la ratio 260/230 nos da la relacion
ADN/reactivos. Unas buenas ratios consistirian en:

- Ratio 260/280 > 1,8.
- Ratio 260/230 > 1,6.

Gel de agarosa al 2%: segun la cantidad de muestras podemos preparar un
gel grande o un gel pequeno:

- Gel grande: 100 mL solucion TBE 0,5x + 2 g de agarosa + 2 pL de
bromuro de etidio.

- Gel pequerio: 50 mL solucion TBE 0,5x + 1 g de agarosa + 1 uL de
bromuro de etidio.

Realizar la mezcla anterior en un erlenmeyer y calentar al microondas hasta
que se disuelva la agarosa evitando que hierva. Verter la mezcla en la cubeta
de electroforesis y colocar la pinza con las muescas para los pocillos. Dejar
secar un minimo de 20 min. Cargar una muestra (5 pL de muestra + 2 pL de
azul de bromofenol 6x) en cada pocillo y dejar uno para el marcador de peso
molecular (5 pL); colocar el gel en una cubeta de electroforesis y correrlo a
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120-140 V hasta que observemos la separacién de las diferentes bandas de
peso molecular (25-30 min). Finalmente, capturar y procesar la imagen del gel
con ayuda del GeneScan (Syngene) y el software GeneSnap (Syngene) (Fig.

21).
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Fig. 21. Imagenes de dos geles de agarosa donde observamos en cada uno, dos grupos de
seis muestras de genoma total directamente extraido del tumor. Al inicio de cada grupo
observamos un marcador de peso molecular. La banda superior de cada muestra representa
el genoma total que al no estar digerido, deberia concentrarse en esa zona. Las muestras que
presentan, ademas de la banda, un smear a lo largo del gel, corresponden a aquéllas que
estan, segun la intensidad del smear, mas o menos degradadas, lo que dificultaria la
realizacion de la CGH-array. Si el smear fuera de gran intensidad y la banda superior de

intensidad muy débil la muestra deberia ser desechada y volver a ser extraida.

3.2.2. Purificacion de ADN de tejido congelado

*Este protocolo utiliza una solucién de fenol como agente purificante del ADN. El
inconveniente de este proceso ademas de su elevada toxicidad, suele ser la pérdida
de ADN. Se necesitan unos eppendorfs especiales que tienen un cierre mas seguro

que los usualmente utilizados para evitar la evaporacion de fenol.
Dia 1:

- Diluir con agua destilada la solucion ADN hasta un volumen de 300 pL.
- Pasar la solucion a eppendorfs especiales.

- Anadir bajo campana 300 pL de fenol:Cloroformo:lsoamil.

- Sellar con parafilm.

- Vortex 1 min a maxima velocidad.

- Centrifugar a 13.000 rpm 3 min a temperatura ambiente.

- Anadir 1 pL de glicégeno (20 mg/mL) y resuspender.

- Anadir un 10% de NaAc 3M dejandolo caer.

- Anadir dos volimenes de etanol 100% frio e invertir.
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- Sellar con parafilm.
- Dejar toda la noche a -20°C, o 1 hora a -80°C.

Dia 2:
*Preparar un bano seco 70°C y colocar un eppendorf con agua destilada.

- Centrifugar a 13.000 rpm 10 min.

- Eliminar parafilmy decantar.

- Lavar pellets con 100 pL de etanol 70% frio.

- Sellar con parafilm.

- Centrifugar a 10.000 rpm 10 min.

- Decantar el etanol.

- Secar en estufa a 37°C o a temperatura ambiente.

- Resuspender pellet con 50-100 pL de agua destilada a 70°C.

3.2.3. CGH-array

*La técnica de CGH-array se llevé a cabo en el Centro Nacional de Investigaciones
Oncoldgicas (CNIO) de Madrid, en el Laboratorio de Citogenética Molecular bajo la
supervision de Juan Cruz Cigudosa.

La plataforma utilizada para la realizacién de la CGH-array pertenece a la casa
comercial Agilent Techonologies, Palo Alta, CA, USA. Se utilizé el array Human
Genome CGH 44Ky 4x44K microarray, version B. En el formato 44K se hibrida una
muestra en un array. La casa comercial al poco tiempo lanzé el nuevo formato 4x44K,
dejando de fabricar el anterior, pudiendo hibridar en un array 4 muestras (Fig. 22). El
nuevo formato seguia manteniendo las mismas caracteristicas bioldgicas. En este
caso se tuvieron que alterar algunos pasos del protocolo. Ambos formatos contienen
42.494 O 4x42.494 secuencias codificantes y no codificantes y presentan una
resolucion espacial media de 43 Kb. Entre los dos formatos hay pequefas diferencias

referentes al protocolo a realizar e indicadas especificamente.

96



Material y métodos

Fig. 22. Representacién de los dos formatos de arrays de CGH utilizados en este estudio.

Izquierda: formato 1x44K. Derecha: formato 4x44K.

3.2.3.1. Técnica de la CGH-array

*Realizamos la técnica en tandas de 20 muestras durante una semana.

*Para la realizacion de la técnica es necesario disponer especificamente de:

- Enzimas de digestién Alu 1 y RSA 1.

- ADN control comercial.

- Kit Qiaprep Spin Miniprep para la purificacion del ADN.

- Kit BioPrime CGH labeling System para el marcaje del ADN.

- Microcones YM-30 para la limpieza del ADN marcado (Millipore).

- Fluorocromos Cy3 y Cy5.

- Acetonitrilo.

- Kit Agilent Oligonucleotide aCGH Hybridization para la hibridacion de las
muestras.

- Arrays de CGH (Fig. 23).

- Céamaras de hibridacién para introducir los arrays durante la hibridacion (DNA
Microarray Hybridization Chamber — SureHyb, Agilent Technologies) (Fig. 23).

- QGasket Slides para proteger los arrays durante la hibridacién (Gasket Slides,
Agilent Technologies) (Fig. 23).

- Horno de hibridacibn (DNA Microarray Hybridization Oven, Agilent
Technologies) (Fig. 23).

- Escéner para la lectura de las fluorescencias (DNA Microarray Scanner, Agilent
Techonologies) (Fig. 23).

- Vacuum para la evaporacién de muestras (Speed Vac, Savant).
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Fig. 23. Imagenes de parte del material utilizado especificamente en la CGH-array: a) arrays; b)
y c) gasket slides; d) parte inferior de la camara de hibridacion; e) parte superior de la camara
de hibridacién; f) y g) sellado de la camara de hibridacién; h) e i) horno de hibridacion; j) y k)

escaner de hibridacion.
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Dia 1:

*Preparar un termociclador a 37°C.
*Colocar el buffer EB incluido en el kit de purificacién a 65°C.
*Realizar la digestién y purificacion de todas las muestras (20 como maximo).

3.2.3.1.1. Digestion

- Calcular la cantidad necesaria de muestra para la obtencion de 2 pg de ADN (si
se trata del formato 1x44K) o 1-1,5 pg (si se trata del formato 4x44K).
Completar con agua destilada hasta 42,5 pL si no se llegara a tal cantidad, o
dejar evaporar las muestras si sobrepasamos los 42,5 pL con la ayuda de un
vacuum.

- Calcular la cantidad total necesaria de ADN control que se necesitara para
hibridar todas las muestras (2 pg x numero de muestras). Repartir dicha
cantidad en varios eppendorfs (3 6 4) y llevarlos si fuera necesario también a
42,5 UL (cada eppendorf es considerado un pool de control).

- Afadir a cada muestra y a cada pool de control 5 uL de bufferT.

- Afadir a cada muestra y a cada pool 1,25 uL de enzima Alu 1 (10 u/uL).

- Afadir a cada muestra y a cada pool 1,25 uL de enzima RSA 1 (10 u/pL).

- Dejar la mezcla 2 h a 37°C en el termociclador.

3.2.3.1.2. Purificacion del ADN digerido
*Utilizar el kit Qiaprep Spin Miniprep.

- Anadir 500 pL de buffer PB y pasar la mezcla por columna.

- Centrifugar 2 9.000 rpm 1 min.

- Descartar centrifugado y secar con papel con el tubo boca abajo.
- Anadir 750 pL de buffer PE.

- Centrifugar 2 9.000 rpm 1 min.

- Descartar centrifugado y secar con papel con el tubo boca abajo.
- Dejar evaporar unos minutos hasta que el filtro esté seco.

- Centrifugar 2 9.000 rpm 1 min.

- Pasar columnas a eppendorfs.

- Afadir 50 uL de buffer EB.

- Dejar 1 min a temperatura ambiente.

- Centrifugar a 9.000 rpm 1 min.

- Volver a anadir 50 pL de buffer EB.
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- Centrifugar a 9.000 rpm 1 min.

- Cuantificar con un nanodrop utilizando 1 pL de la muestra.

- Hacer un gel de agarosa al 1 % (50 mL + 0,5 g agarosa + 6 uL SYBR). Correr 4
uL de cada muestra y de cada pool de control mezclado cada una de ellas con
1 uL de azul de bromofenol 6x y 1 uL de agua destilada). Colocar el gel en una
cubeta de electroforesis y correrlo a unos 120-140 V durante 25-30 min. Tapar
el gel con papel de plata para evitar la pérdida de senal. Finalmente, capturar y
procesar la imagen del gel con ayuda de un GeneScan (Syngene) y el software
GeneSnap (Syngene) (Fig. 24).
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Fig. 24. Imagen de un gel de agarosa en el que observamos dos grupos de 9 muestras y un

pool de control, en cada uno. Las muestras han sido previamente digeridas y por lo tanto
debemos ver un smear localizado mayormente en la parte inferior del gel, ya que ahi se
concentra el tamafo de bandas en que tienden a cortar las enzimas de digestién utilizadas. Si
observaramos una banda superior de ADN, la digestién no se habria realizado correctamente y
deberiamos volver a incubar la muestra con enzima. Los smears de los pooles de controles
son mayores y de gran intensidad debido a la gran cantidad de ADN que pusimos en cada uno
de ellos.

*En estos momentos tendremos de cada muestra y pool de control 95 pyL (100 pL
menos 1 pL utilizado en el nanodrop y menos 4 L utilizados en el gel de agarosa).
*Preparar un control para cada muestra, sabiendo la concentracién y cantidad de ADN
que hay en cada una de ellas. Cuantificar la concentracion de cada pool de control y
repartir las soluciones de los pooles de forma que obtengamos un control con la
misma cantidad de ADN que su muestra pareja. Llevar soluciones hasta 21 pL con
agua destilada si no alcanzaramos dicha cantidad.
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Dia 2:

*Es aconsejable no marcar a la vez mas muestras de las que quepan en 10 arrays (en
nuestro caso fueron siempre 10 muestras, utilizando 10 arrays en el formato 1x44K o 4
arrays en el formato 4x44K). El resto de muestras se guardan a -20°C hasta su

posterior marcaje.
3.2.3.1.3. Marcaje

*Utilizar el kit BioPrime CGH Labeling y los flurocromos Cy3 y Cy5.

*Llevar todas las muestras y controles hasta que alcancen los 21 uL con el uso del
vacuum.

*Encender el bafio seco a 95°C.

*Preparar una cubeta con hielo.

*Descongelar la solucién RP, la dUTP mix y los fluorocromos Cy3 y Cy5.

- Anadir 2,5 L de soluciéon RP.

- Incubar 5 min a 95°C.

- Dejar 5 min en hielo.

- Anadir 10x dUPT mix.

- Anadir 3 pL de fluorocromo Cy3 (control) o Cy5 (muestra) dUPT.

- Anadir 1 pL de la enzima Exo Klenow (sacarla justo antes de su utilizacion).
- Homogeneizar las muestras manualmente y darles un pulso de unos 10s.

- Incubar 3 h, a 37°C en un termociclador tapado con papel de plata.

- Afdadir 5 uL de buffer stop. Resuspender con pipeta.

3.2.3.1.4. Limpieza del ADN marcado
*Utilizar microcones YM-30.

- Afnadir 400 pL de buffer TE a cada eppendorf.

- Colocar un microcono en un tubo de 1,5 mL y pasar el contenido del eppendorf.
- Centrifugar a 9.000 rpm 8 min, a temperatura ambiente.

- Invertir el filtro en un tubo de 1,5 mL nuevo.

- Centrifugar a 9.000 rpm 1 min, a temperatura ambiente.

*Cuantificar con el nanodrop la incorporacién de fluorocromo para cada una de las
muestras (Cy5) y su control correspondiente (Cy3), asi como la concentracién de ADN.
Utilizar el buffer TE como control. Los valores aceptables de marcaje seran aquellos
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que superen los 10 pmol/uL; es recomendable no seguir con el protocolo en el caso de
valores menores de 6 pmol/uL. Puede que observemos marcaje de interferencia
normal de fluorocromo Cy3 en las muestras y de Cy5 en los controles.

Calcular la cantidad de ADN marcado para cada muestra y su control para que en el
momento de la hibridacion tengamos aproximadamente la misma cantidad de ambos
ADNSs.

- Mezclar cada muestra con su correspondiente control de forma que con su
union obtengamos una dilucién de color lilacea. Pasar la mezcla a nueva
columna.

- Rellenar la columna con buffer TE.

- Centrifugar a 9.000 rpm 8 min, a temperatura ambiente.

- Invertir la columna en un tubo nuevo de 1,5 mL.

- Centrifugar a 9.000 rpm 1 min, a temperatura ambiente.

- Repetir centrifugacion a 9.000 rpm 1 min, a temperatura ambiente (si se trata
del formato 4x44K).

- Transferir cada muestra (muestras + control) a un tubo de 1,5 mL.

- Llevar volumen a 150 pL de nucleasa free water (si se trata del formato 1x44K)
0 a 39,40 L (si se trata del formato 4x44K).

3.2.3.1.5. Hibridacion

*Es aconsejable no hibridar mas de 10 arrays conjuntamente.

*Utilizar el kit Agilent Oligonucleotide aCGH Hybridization.

*Anadir 1.250 uL de RNA free water al blocking agent para diluirlo y dejarlo antes de
usarlo 60 min a temperatura ambiente. Después puede conservarse a -20°C.
*Encender el bafio seco a 95°C.

*Encender el termociclador a 37°C.

*Limpiar las camaras de hibridacion.

*Encender el horno de hibridacion a 65°C.

*Trabajar en condiciones de baja intensidad de luz.

- Anadir 50 uL de Human Cot-1 DNA (1 pg/uL) (si se trata del formato 1x44K) o0 5
UL (si se trata del formato 4x44K).

- Anadir 50 uL de Agilent 10xBlocking Agent (ya diluido) (si se trata del formato
1x44K) o 11 uL (si se trata del formato 4x44K).

- Anadir 250 pL de Agilent 2xHybridization buffer (si se trata del formato 1x44K) o
55 pL (si se trata del formato 4x44K).
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- Darle a la mezcla un pulso con la microcentrifuga.

- Incubar 3 min a 95°C.

- Incubar 30 min a 37°C (tapar el termociclador con papel de plata y sellar los
eppendorfs para evitar la evaporacién de la muestra).

- Darle a la mezcla un pulso.

- Colocar un gasket (cara donde aparece la palabra Agilent hacia arriba) en la
parte inferior de una camara de hibridacion.

- Anadir unos 490 uL de la mezcla en la parte superior de 1/3 del array (si se
trata del formato 1x44K) o 110 pL (si se trata del formato 4x44K).

- Colocar el array en posicién horizontal lo més rapido posible (cara de Agilent
del array con la cara de Agilent del gasket), colocar la parte superior de la
camara de hibridacién y sellar. Evitar que se formen burbujas y procurar que
las ya formadas circulen y no queden fijadas por el interior de la camara.

- Introducir la camara en el horno de hibridacion y dejar hibridar a 65°C unas 44
h (si se trata del formato 1x44K) o unas 24 h (si se trata del formato 4x44K).

*Preparar el wash 1y el wash 2 para los lavados del dia siguiente.
*Preparar cada lavado por duplicado.

- Wash 1: 500 pL de /lauryl + 50 mL de SSPE 20X + 1.950 mL de agua
destilada.
Filtrar y dejarlo hasta su utilizacion a temperatura ambiente en una
botella cerrada. Esta cantidad es para unos 5 arrays.

- Wash 2: 250 uL de lauryl + 5 mL de SSPE 20X + 955 mL de agua destilada.
Filtrar en una botella e introducirlo junto a un vaso de precipitados de
1.000 mL en una estufa a 37°C. Esta cantidad es para unos 5 arrays.
Dia 3:

*Para facilitar el desarrollo del protocolo para todas las muestras, aprovechamos este
dia para acabar de marcar e hibridar el resto de muestras que inicialmente dejamos
apartadas.

*En el caso del formato 4x44K -24 h de hibridacion- se realizan los lavados de post-
hibridacion de la primera tanda de muestras (10 muestras, lavar de 5 en 5).

3.2.3.1.6. Lavados de post-hibridacion

*Trabajar en condiciones de baja intensidad de luz y bajo campana.
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*Son necesarios los siguientes materiales: agitador magnético, wash 1, wash 2,
acetonitrilo, cubeta grande para wash 1, cubeta pequefa para acetonitrilo, portaarrays,
pinzas, timer, iman pequefo, iman grande, 2 tapas de cajas de petri con ranuras en los
bordes, 2 vasos de precipitados de 1.000 mL y 2 vasos de precipitados de 2.000 mL a
37°C.

*Tener en cuenta que 2 L de wash1y 1 L de wash2 son para lavar 5 arrays, por ello
preparamos cada lavado por duplicado. En un dia hacemos dos tandas de filtrados
para lavar los 10 arrays que hemos hibridado.

- Colocar el vaso de precipitados grande encima del agitador magnético y verter
en él aproximadamente la mitad del wash 1.

- Introducir uno de los imanes y una de las tapas de cajas de petri en el vaso de
precipitados con el agitador encendido a poca velocidad. Evitar la formacién de
burbujas.

- Una vez el sistema esta estable, introducir el resto del wash 1 en la cubeta
grande y el portaarrays.

- Quitar cada array de su correspondiente camara (array + gasket) e introducirlos
en la cubeta con el wash 1 para separar el array de su gasket con ayuda de
unas pinzas. Siempre manteniéndolo sumergido en la solucién y dejando caer
el gasket en la cubeta.

- Introducir el array en el portaarrays de la cubeta con wash 1.

- Repetir el proceso con cada array.

- Introducir el portaarrays con los arrays hibridados en el wash 1 del vaso de
precipitados e incubarlo durante 5 min.

- Antes de que finalicen los 5 min, ir a por el vaso de precipitados de 1.000 mL y
a por el wash 2 que tenemos a 37°C.

- Después del tiempo establecido, con cuidado quitar el vaso de precipitados con
wash 1y colocar el vaso de precipitados de 1.000 mL.

- Introducir un poco de wash 2 en el vaso de precipitados 1.000 mL. Encender el
agitador magnético. Colocar en su interior el segundo iman y la segunda tapa
de caja de petri. Afiadir el resto del wash 2.

- Introducir el portaarrays con los arrays hibridados. Incubar 1 min.

- Antes de que finalice el min, anadir a la cubeta pequena acetonitrilo hasta casi
cubrirla.

- Introducir el portaarrays en el acetonitrilo y dejarlo unos 12 s desplazando muy
suavemente el portaarrays de lado a lado.
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- Sacar lentamente el portarrays del acetonitrilo de forma que todos ellos salgan
secos de esta solucion.

- Dejar el portarrays sobre papel secante.

- Sacar cada uno de los arrays con mucho cuidado, secar sus bordes e
introducirlos en su cajita original hasta su escaneado ese mismo dia. Envolver

la cajita en papel de plata.

*Se preparan los washes 1 y 2 para los lavados de post-hibridacién del dia siguiente
(en el caso del formato 4x44K -24 h de hibridacion-).

Dia 4:

*En el caso del formato 4x44K -24 h de hibridacion- se realizan los lavados de post-
hibridacion de la segunda tanda de muestras.

*En el caso del formato 1x44K -44 h de hibridacion- se realizan los lavados de post-
hibridacion- de la primera tanda de muestras.

*Se preparan los washes 1 y 2 para los lavados de post-hibridacion del dia siguiente.

Dia 5:

*En el caso del formato 1x44K -44 h de hibridacion- se realizan los lavados de post-
hibridacion- de la segunda tanda de muestras.

3.2.3.2. Anadlisis de la CGH-array

*El analisis de los resultados de la CGH-array se inicia una vez se obtienen las
lecturas de las fluorescencias de los arrays por medio del escaneado. Para el analisis
y obtencion de resultados se utilizan tres softwares diferentes, listados en orden de

utilizacioén:

- Feature Extraction v8.1 (Agilent Techonologies)
- CGH Analytics v3.2.25 (Agilent Techonologies)
- InSilicoArray CGH (Centro Principe Felipe de Valencia)

*Los pasos a seguir son los siguientes:
3.2.3.2.1. Extraccion de datos

*En primer lugar utilizamos el programa Feature Extraction que transforma las

sefnales de fluorescencia del array obtenidas mediante el proceso de escaneado, en
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datos numéricos que puedan ser analizados. También nos proporciona informacién

acerca de la calidad de hibridacion del array.
3.2.3.2.2. Visualizacion general de resultados

*Seguidamente utilizamos el programa CGH Analytics, en el que introducimos el
archivo numérico en formato .txt generado por el Feature Extraction, y que nos permite
obtener resultados visibles graficamente y aproximados de nuestras muestras. Analiza
los resultados por medio del estadistico Z-Score. También nos aporta informacion
acerca de la calidad de las muestras por medio de la tabla QC metrics, donde
debemos observar un DLR Spread <3. Mayores DLR nos indicarian hibridaciones muy
dispersas que podrian hacer desechar el caso.

*Anotamos los resultados visuales que observamos con este programa.
3.2.3.2.3. Analisis y estadistica

*Utilizamos el programa InSilicoArray CGH que nos permite obtener resultados
numéricos a partir de los cuales decidiremos con exactitud los limites de las zonas de
ganancia, pérdida o normalidad de las muestras. Tiene acceso gratuito en la red a
través de la plataforma de analisis, GEPAS (http://gepas.bioinfo.cipf.es/) y analiza
los resultados por medio del método estadistico smoothing (282).

*A partir del archivo numérico generado por el Feature Extration, creamos una plantilla
para cada cromosoma, con todos los oligos presentes en el array, su posicién en el
genoma y gen al que pertenecen; ademds de un archivo con los resultados de cada
una de las muestras para cada cromosoma. La plantilla y el archivo por cromosoma
con todas las muestras deben ser introducidos en el InSilicoArray CGH.

*Este programa nos genera otro archivo numérico y otro visual para cada muestra y
cromosoma a partir del cual ya podemos generar un archivo para cada cromosoma
con los resultados de todas las muestras. Con éste es finalmente con el que
trabajaremos, concretamente con uno de los datos que nos aporta, el valor Copy
Number Variation (CNV) que presenta cada uno de los oligos/gen del array.

*Como norma general consideramos ganancia cuando el CNV estd por encima de
0,08, pérdida cuando el CNV esta por debajo de -0,05 y amplificacién cuando el CNV
esta por encima de 0,5. Las aberraciones genomicas especificas polimorficas no

fueron consideradas como alteraciones de nimero de copias.

3.2.3.2.4. Integracion y obtencion de resultados
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*Los resultados definitivos (regiones ganadas y perdidas por muestra) se obtuvieron a
partir de la informacién visual generada tanto por el CGH Analytics como por el
InSilicoArray CGH y de la informacién numérica (CNVs) aportada por el InSilicoArray
CGH.

Pese a establecer unos cut-offs generales de ganancia y pérdida atendiendo al valor
de los CNVs, debido a la conocida heterogeneidad de alteraciones genéticas de las
células tumorales mamarias en un mismo tumor y de la variable infiltracion tumoral de
nuestras muestras, decidimos establecer un punto de corte o cut-off de ganancia para
cada una de las muestras. Para establecerlo, comprobamos una 0 mas regiones/caso
por FISH que aunque presentaban un CNV fuera del rango de ganancia, por medio de
la informacién visual aportada tanto por el CGH Analytics como por el InSilicoArray
CGH, considerabamos que podria tratarse en realidad de una ganancia real. Para su
comprobacién, escogimos un gen, que estuviera dentro de la region hipotética de
ganancia, para el cual pudiéramos realizar un ensayo de FISH (ver apartado “3.2.5.
FISH en tejido parafinado (sonda comercial y no comercial)’) por medio de la
utilizacién de una sonda comercial que dispusiéramos o de una sonda no comercial
fabricada en el mismo laboratorio.

Los ensayos de FISH fueron realizados sobre cortes de 3-4 um de bloques de tejido
parafinado de la muestra en cuestion. Si el resultado de la FISH era positivo para la
ganancia, ajustabamos el punto de corte o cut-off para las ganancias en esa muestra,
que pasaba a ser el que tuviera esa region. En el caso de las pérdidas no
establecimos puntos de corte especificos para cada muestra, debido a la dificultad que
presenta la técnica de FISH en parafina para la obtencién de resultados de pérdida
fiables en los tumores sélidos.

3.2.3.2.5. Obtencion del perfil de alteracion genomico y cromosomico

*A partir de los datos numéricos obtenidos por los programas previamente
mencionados obtuvimos el perfil de alteracion gendémico. Calculamos el % de genoma
alterado, ganado, perdido y el numero de alteraciones, ganancias y pérdidas por
muestra. Para ello calculamos en primer lugar el n® de pares de bases alteradas,
ganadas o perdidas y sus correspondientes % para cada muestra, asi como el numero
de alteraciones, ganancias y pérdidas, y seguidamente realizamos la media de los
resultados obtenidos de las muestras para obtener los resultados de cada grupo.

*El perfil de alteracion cromosémico se obtuvo a partir de los datos numéricos y
visuales facilitados por los programas previamente mencionados que permitieron

identificar las regiones de alteracion asi como su tamaro especifico.
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3.2.3.2.6. Obtencion de los smallest overlapping regions of imbalance

*Una vez definidas las zonas de alteraciéon (ganancias y pérdidas) para cada muestra y
reunidas todas ellas por cromosomas, se obtuvieron los smallest overlapping region
of imbalance o regiones de alteracion solapadas mas pequenas (SORIs) de cada
grupo de pacientes (recordemos: ER+/PR+ vs ER+/PR-). Para ello se buscaron las
regiones que estuvieran alteradas, solapadas y compartidas por un mayor numero de
muestras para cada cromosoma, Yy que supuestamente serian las de mayor
importancia patogénica o diferenciadoras para cada subtipo tumoral. Las regiones mas
alteradas y solapadas presentes en 2 30% de los casos fueron definidos como los
SORIs recurrentes.

3.2.3.2.7. Andlisis estadistico de los resultados

*El test de U Mann-Whitney fue utilizado para el analisis de las variables continuas (%
de genoma alterado, perdido y ganado; alteraciones, ganancias y pérdidas por
muestras).

Para detectar las regiones alteradas con significancia estadistica entre los dos grupos
de pacientes, analizamos cuatro variables para cada cromosoma: a) el numero de
casos alterados de cada grupo, b) las regiones mayormente alteradas y solapadas
entre los dos grupos, c) las regiones mayormente alteradas, solapadas y compartidas
por los dos grupos y d) el numero de casos alterados con amplificaciones especificas
incluidas en las regiones de alteracién recurrentes. El andlisis fue realizado mediante
la utilizacién del test de Chi-cuadrado de Pearsony el test exacto de Fisher.

Las regiones alteradas con significancia estadistica entre los dos grupos de pacientes
fueron exhaustivamente analizadas para obtener los genes de interés. La descripcion
de cada gen se obtuvo del NCBI gene database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

Todos los tests estadisticos se realizaron con el SPSS 16.0 Software (SPSS Inc,
Chicago, IL, USA). Un p valor de <.05 se consideré estadisticamente significativo y un

p valor de <.1 se considerd marginalmente significativo.
3.2.4. Fabricacion de sondas no comerciales

*Para la realizacion de este protocolo es necesario disponer de una libreria de BACs
o en el caso de no disponer de ella, realizar una compra de los BACs que nos
pudieran interesar. Nuestro laboratorio dispone de la libreria de BACs del Children’s
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Hospital Oakland Research Institute (http://bacpac.chori.org), CHORI, de 32k, que
representa todo el genoma humano.

Antes de empezar con los diferentes pasos a realizar para la obtencion de nuestra
sonda, en primer lugar debemos seleccionar uno o varios BACs que contengan el gen
a estudiar. Para ello buscamos nuestro gen de interés en la pagina web:
http://projects.tcag.ca/cgi-bin/variation/gbrowse/hg17/ que nos indicara a su vez
los BACs disponibles que contienen el gen de interés y las zonas polimorficas (no
escogeremos un BAC que incluya esas zonas para evitar problemas de co-
hibridaciones no especificas).

Seguidamente buscamos la anotacion del BAC seleccionado previamente, en el
CHORI BAC/PAC resource (http://bacpac.chori.org) para cerciorarnos de que el BAC
escogido existe en nuestra libreria CHORI. Si asi fuera, se localiza la posicion del BAC
en la libreria fisica guardada en placas de 96 pocillos a -80°C y se inicia el cultivo del

mismo.
3.2.4.1. Preparacion del medio de cultivo de BACs (2xYT)

- Mezclar en un vaso de precipitados 16 g de triptona + 10 g de extracto de
levadura + 5 g de NaCl + 1.000 mL de agua destilada. Colocar la mezcla en un
agitador magnético hasta que se disuelva.

- Repartir el medio en ampollas de medio litro.

- Esterilizar en autoclave. Guardar el medio a temperatura ambiente hasta su
utilizacion.

- Una vez autoclavado, afadir por botella (500 mL) 500 pL de cloramfenicol (200
mg/mL) alicuotadas y conservadas en el congelador y mezclar invirtiendo la
misma varias veces. A partir de este momento el medio de cultivo debe

guardarse en la nevera.
3.2.4.2. Cultivo de BACs (midipreps)

*Se utiliza el kit Qiagen Plasmid Midi que incluye los reactivos y columnas necesarias
para la realizacién del proceso.

Dia 1:
*Bajo campana.

- Picar el pocillo de la libreria que contiene el BAC escogido.
- Colocarlo en 3 mL de medio de cultivo 2xYT en un falcon de 15 mL.
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Dia 2:

Dejar unas 17 h a 37°C y 300 rpm en un agitador orbital (/nfors) (las 17 h es el
punto en que el crecimiento es 6ptimo, pero como nos interesa el ADN no

importa si se produce en este paso una saturacién del cultivo).

*Trabajar con el bunsen encendido para mantener la zona de trabajo en condiciones

estériles.

Dia 3:

Inocular 500 uL del cultivo turbio en un erlenmeyer con 50 ml de 2xYT (dilucién
1/10). Incubar unas 17 h (intentar no pasar de 20 h porque las bacterias
entrarian en fase de latencia y es preferible encontrarlas en fase de crecimiento
exponencial).

Criopreservar cultivo: afadir 1.700 pL de cultivo dia 1 + 300 pL de glicerol 87%.
Mezclar bien con vértex y guardar a -80°C (si necesitdramos de nuevo este
mismo BAC, el protocolo comenzaria a partir del dia 2 picando del cultivo
criopreservado).

*Utilizar el kit Qiagen Plasmid Mid.
*Preparar centrifuga a 4°C. Colocar el buffer QF a 65°C hasta su utilizacién.

Pasar los cultivos a flascones de 50 mL.

Centrifugar a 4.000 rpm 15 min y a 4°C.

Decantar y resuspender el pellet sin tocarlo directamente en 3 mL de buffer P1
-conservado en nevera ya que contiene la RNAsa-. Realizar paso con el buffer
en hielo.

Anadir 3 mL de buffer P2 -lisis alcalina-. Invertir 4-5 veces e incubar a
temperatura ambiente 5 min.

Anadir 3 mL de buffer P3 -acido acético, neutralizador y estabilizador- frio.
Invertir 4-5 veces e incubar en hielo 10 min.

Centrifugar a 4.000 rpm 45 miny a 4°C.

Recoger a otro flascén la solucién de forma limpia hasta donde podamos, sin
llevarnos restos de cultivo. Si no pudiéramos recoger facilmente la solucién
volveriamos a centrifugarla.

Centrifugar a 4.000 rpm 15 miny a 4°C.

Rotular y colocar columna en un tubo de 15 mL.

Equilibrarla con 3 mL de buffer QTB.
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- Recoger solucién centrifugada y empezar a pasarla por la columna.

- Lavar con 5 mL de buffer QC.

- Rotular nuevos tubos de elucion de 15 mL.

- Colocar una columna en nuevos tubos y eluir el ADN con 2 mL de buffer QF
precalentado a 65°C.

- Pasar 1 mL de eluido a eppendorfs de 1,5 mL.

- Precipitar el ADN con 1 pL de isopropanol.

- Mezclar por inversion.

- Dejar toda la noche a -20°C o 1 h a -80°C.

- Centrifugar a 14.000 rpm 45 min y a 4°C.

- Decantar sobrenadante.

- Lavar con 100 pL de etanol 70% frio.

- Centrifugar a 10.000 rpm 10 min.

- Decantar sobrenadante. Dejar secar.

- Resuspender en 50 pL de agua destilada.

- Cuantificar el ADN y guardarlo a -20°C sellado con parafilm hasta su utilizacién.

3.2.4.3. Marcaje de BACs (nick translation)

*Se utiliza el kit de nick translation y los fluorocromos Spectrum red (marcador en rojo)

o green (marcador en verde) segun prefiramos.
Dia 1:

*Se marca 1 ug de ADN de BAC. Es conveniente que para llegar a esa cantidad de
ADN no superemos los 17,5 pL. Si se pasara tal cantidad se deja evaporar a 37°C algo
de la solucién en la que tenemos 1 ug de ADN. Si en cambio obtuviéramos 1 ug con
menos de 17,5 pL rellenar con nucleasa free water hasta alcanzar dicha cantidad.
*Preparar bafo seco a 70°C

*Sacar todos los reactivos excepto la enzima. Sacar la enzima en el momento de su

utilizacion.

- Realizar mix de la Nick:

Nucleasa free water-------------=--=--=--=------ (17,5 pL =x pL)
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Mix ANTPS* ---mnnmmmmmmmmme oo 10 uL
MixX dTTPS* ---mmmmmmmmmmm oo 5uL
Buffer de |a nick ------=-==-=========-=m-mmemememm- 5puL
Spectrum (red o green)* --------------=--------- 2,5 uL
Enzima --------------m e 5uL

Dar un pulso de centrifuga a la mezcla.
Incubar entre 2,5-3 h a 15-18°C en un baro protegido de la luz con papel de

plata.

*Solucion dNTPs: 10 pL dATP + 10 uL dCTP + 10 uL dGTP (se puede preparar mas
cantidad siempre manteniendo las proporciones de cada alicuota de dNTP 0,3 mM).

*Solucion dTTPs: 10 yL 0,3 mM dTTP + 20 pL nuclease free water (se puede

preparar mas cantidad manteniendo las proporciones).

*Alicuotas Spectrum (red o green):

Spectrum red: anadir 100 pL nuclease free water al spectrum red liofilizado.
Anadir en un eppendorf envuelto en papel de plata 10 uL de la mezcla anterior
+ 40 pL de agua destilada (esta sera la soluciéon stock a partir de la cual se
cogen los 2,5 pL para la mix de la nick).

Spectrum green: anadir 50 pL nuclease free water al spectrum green
liofilizado. Afadir en un eppendorf envuelto en papel de plata 10 pL de la
mezcla anterior + 40 pL de agua destilada (esta sera la solucion stock a partir
de la cual se cogen los 2,5 uL para la mix de la nick).

*Pasado el tiempo pertinente continuar con el protocolo.

Detener la reaccion de la nick colocando la mix 10 min en bafio seco a 70°C.
Correr 5 L del volumen de la reaccién en un gel de agarosa al 2%. Observar
las bandas de los fluorocromos bajo rayos UV: el fluorocromo verde es mas
pequeno y correra en el gel antes que el rojo. Comprobar que se ve un smeary
que se encuentra localizado mayoritariamente entre las bandas de 300 y 600
pb (Fig. 25).

Tenir el gel con una solucién de bromuro de etidio (100 mL de agua destilada +
25 pL de bromuro de etidio) unos 20-30 min. Revelar y observar el smear del
ADN (Fig. 25).
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*Si hay una banda de ADN sin cortar o la mayor parte del mismo es de un tamarno
mayor a 600 pb volver a incubar con 5 pL de enzima. Si hay poca sefal, incubar de
nuevo el gel en bromuro de etidio.

*Posible punto de parada. Dejar muestras tapadas con papel de plata a -20°C.
- Anadir a la mix:

- 10 uL de human Cot-DNA (descongelar antes y darle spin).
- 10 pL de acetato sodico (NaAc) 3M.
- 250 pL etanol 100% frio.

- Dejar precipitando toda la noche a -20°C o0 1 h a -80°C.

Fig. 25. Imagen de un gel de agarosa. A la izquierda observamos el ADN marcado con
fluorocromo, el ultimo pocillo contiene el marcador de peso molecular; a la derecha
observamos todo el ADN que hemos corrido en el gel por medio de la tinciéon con bromuro de

etidio, en este caso el primer pocillo contiene el marcador de peso molecular.
Dia 2:

*Preparar la centrifuga a 4°C y un bafo seco con un eppendorf de agua destilada a
70°C.

- Centrifugar a 13.000 rpm 45 min y a 4°C.

- Decantar el sobrenadante, afiadir 250 pL etanol 80% frio.

- Centrifugar a 10.000 rpm 10 min y a 4°C.

- Decantar el sobrenadante sin perder de vista el pellet, secar boca abajo con
punta.

- Secar totalmente 15-20 min a 37°C (sino esté seco dejar mas tiempo).
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- Resuspender el pelleten 11 uL de agua destilada precalentada a 70°C.
- Guardar el eppendorf envuelto en papel de plata a -20°C hasta su posterior

utilizacion.

*Para comprobar que el BAC cultivado y marcado localiza en nuestra regién de
interés, antes de utilizarlo para un ensayo real de FISH realizaremos una
comprobacion previa por medio de un ensayo de FISH sobre metafases normales.
Mediante la captura con DAPI (las bandas DAPI se corresponden con las bandas G)
podremos comprobar la localizacién del BAC seleccionado.

3.2.4.4. Obtencion de metafases a partir del cultivo de sangre periférica

*Previamente tener preparado medio de cultivo RPMI (Roswell Park Memorial
Institute), fijador (Carnoy) y solucion hipotonica:

- Medio de cultivo completo:

- Botella de 100 mL medio comercial RPMI 1640 -nevera- + 1 mL de heparina
de sodio o de litio (de nevera) -1:100- (con aguja heparinizada).

- Extraemos 20 mL de la mezcla anterior: repartimos 5 mL en 4 falcons -
guardar en nevera y apuntar fecha-.

- Anadir a la botella de 80 mL de medio RPMI + heparina:

- 20 mL suero fetal (alicuota congelada en falcon).

- 2 mL glutamina (alicuota congelada en tubos debe ser atemperada y
resuspendida).

- 1 mL penicilina/estreptomicina (alicuota congelada en eppendorfs que
debe ser atemperada).

- Repartir los 100 mL finales obtenidos en 10 falcons con 10 mL del medio
preparado y rotular con C de constitucional (guardar en congelador). Una vez
descongelados se pueden guardar un dia en nevera para ser utilizados al dia
siguiente.

- Hipoténico:

- 0,075 M cloruro s6dico en agua destilada = 0,5592 g de cloruro sédico/ 1.000
mL agua. Preparamos 1 L y lo guardamos en nevera. Separamos unos 100 Ml
y los colocamos a 37°C para atemperarlo.
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- Fijador (Carnoy):

- 3 partes de metanol : 1 parte de acido acético

*La muestra de SP debe ser recogida con heparina sédica o litio, nunca utilizar EDTA
como anticoagulante.

*En el caso en que la muestra de sangre viniera en medio con EDTA se rellenaria un
tubo cénico con la SP + suero fisiolégico. Centrifugar 10 min a 10.000 rpm, descartar
sobrenadante y volver a lavar.

*Invertir el tubo heparinizado para homogeneizar la muestra.

- Anadir 1 mL de sangre a falcon con medio RPMI stock atemperado en baro
37°C. Resuspender un par de veces con pipeta.

- Descongelar y atemperar PHA -fitohematoglutinina- (guardarla congelada en
alicuotas de 0,5 mL). Anadir alicuota de PHA, para la estimulacién de los
linfocitos T.

- Homogeneizar. Introducir el cultivo en una cdmara a 37°C y al 5% de CO,, 72 h
de cultivo. Tumbado y con el tapdn rosca sin cerrar totalmente.

- Tras las 72 h, homogeneizar el cultivo y afadir 400 puL de colcemid de la botella
stock de nevera (detiene la division celular en metafase). Incubar de pié en la
estufa a 37°C 30 min.

- Transferir el contenido del falcon a tubo 15 mL correctamente etiquetado.
Centrifugar 10 min a 2.000 rpm.

- Atemperar el hipoténico de la nevera.

- Descartar sobrenadante y resuspender el pellet manualmente en la pequena
cantidad de dilucién que queda.

- Afadir poco a poco el hipotdnico resuspendiendo manualmente el pellet.

- Dejar incubar el hipoténico en bario 37°C durante 20 min.

- Centrifugar a 2.000 rpm 10 min.

- Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet.

- Anadir 3-4 gotas de fijador y resuspender manualmente con fuerza. Repetir 3-4
veces Yy finalmente rellenar tubo hasta arriba.

- Centrifugar a 2.000 rpm 10 min.

- Repetir el lavado con fijador dos veces mas (total 3 lavados).

- Después del ultimo lavado decantamos sobrenadante y resuspendemos el
pellet en la cantidad necesaria de fijador como para obtener una disolucién
celular adecuada.
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- Realizar las extensiones:

Limpiar el portaobjetos (conservados a -20°C con metanol).

Senfalizarlos con la referencia del caso y la sonda a utilizar.

Extender un par de gotas desde una altura minima de 1 m.

Secar la extension.

Visualizar las extensiones al microscopio de inversion (CK2, Olympus)
para determinar la densidad celular y presencia de metafases.

- Dejar las extensiones toda la noche a temperatura ambiente para un correcto

envejecimiento (deshidratacién cromosomica).

3.2.4.5. FISH de BACs en extension celular

*Realizar la extensién el dia anterior a la hibridacion y marcar la zona donde

encontremos un mayor niumero de metafases.

Dia 1:

3.2.4.5.1. Hibridacion

*Previamente preparar un bano a 74°C (72-76°C) con un coplin de formamida 70%.

Comprobar temperatura en su interior.

*Preparar una cdmara humeda en estufa a 37°C.

- Desnaturalizar el portaobjetos con extensién celular 5 min a 74°C en formamida

70%.

- Deshidratar en una serie de etanoles:

- 2 min 70%.
- 2 min 80%.
- 2 min 100%.

- Dejar secar.

- Desnaturalizar 5 pL de mix de sonda de BACs 5 min a 74°C:

- Mix de sonda de BACs (5 pL para porta 20x20):

- 1 uL de sonda de BACs marcada.
- 1 uL de agua destilada.
- 3 uL de buffer de hibridacion.
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- Poner los 5 pL de la mix de sonda en un cubreobjetos, dejar caer la extension
encima y presionar ligeramente sin desplazar cubreobjetos. Sellar con parafilm.
- Dejar hibridar toda la noche en camara humeda a 37°C.

Dia 2:

*Previamente preparar un bafo a 45°C con res coplins con soluciones de formamida al
50%, 1 coplin con 2xSSC y otro con 2xSSC/0,1%NP40. Envolver todos los coplins en
papel de plata para evitar pérdida de sefal fluorescente de la sonda.

3.2.4.5.2. Lavados de post-hibridacion

- Extraer cuidadosamente el parafilm que envuelve el porta.

- Realizar 3 lavados en formamida al 50% de 10 min cada uno.

- Realizar 1 lavado en la solucion de 2xSSC de 10 min.

- Realizar 1 lavado en 2xSSC/0,1%NP40.

- Contratefiir con 5 uL DAPI y colocar un cubreobjetos.

- Introducir el portaobjetos en una caja opaca a -20°C durante un minimo de 20

min.
3.2.4.5.3. Analisis

*Observar el portaobjetos en el microscopio de fluorescencia. Seleccionar las
metafases y determinar si el brazo y cromosoma al que tedricamente pertenece la
sonda de BAC coincide con la sefial de hibridacién que observamos. Si fuera asi ya se
puede utilizar esta sonda para realizar una prueba de FISH sobre tejido (Fig. 26).
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Fig. 26. Imagen del FISH en extensién celular, capturada con el microscopio de fluorescencia,
del BAC RP11-51F16 utilizado en este estudio, que se localiza en el cromosoma 17 y
representa al gen MAP3K3 marcado con spectrum red. Observamos las dos sefiales presentes

por duplicado en cada uno de los cromosomas 17 de esta metafase de la extensién celular.
3.2.5. FISH en tejido parafinado (sonda comercial y no comercial)

*Se aplicé la técnica de FISH sobre cortes (3-4 um) de tejido parafinado de algunas de
las muestras analizadas por el array de CGH para la comprobacion de algunos de los
resultados obtenidos y establecimiento de puntos de corte o cut-offs de ganancia para

cada muestra.
Dia 1:
3.2.5.1. Desparafinacion

*Previamente tener preparadas soluciones atemperadas de etanoles al 100%, 80% y
70%.

- Dejar toda la noche el corte de tejido en una estufa a 65°C para que “llore” la
parafina en la que esté incluida.

- Realizar en una cubeta 3 lavados en xileno de 10 min cada uno.

- Realizar en un coplin 2 lavados en etanol al 100% de 5 min cada uno.

- Realizar en un coplin 1 lavado en etanol al 80% de 5 min.

- Realizar en un coplin 1 lavado en etanol al 70% de 5 min.

- Lavar los cortes en un coplin con agua destilada y dejarlos hasta realizar el

siguiente paso.
3.2.5.2. Pretratamiento
*Previamente tener preparadas soluciones de EDTA al 1%.

- Introducir los portaobjetos en una cubeta con una solucién fria de EDTA al 1%.

- Introducir ambas cubetas en un microondas y realizar 3 tandas de tratamiento:
7 - 5 -7 min a maxima potencia. Es importante evitar que las soluciones
hiervan para que el tejido no se desprenda. Si asi fuera, detener el proceso,
dejar enfriar unos minutos y a continuacion finalizar los minutos restantes de
esa tanda.

- Entre tanda y tanda dejar enfriar las cubetas y si fuera necesario en caso de
evaporacion, afiadir mas EDTA o agua destilada.
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- Dejar secar los portaobjetos seguidamente a la finalizacion de la tercera tanda.
3.2.5.3. Digestion

*Previamente tener preparado un bano seco a 37°C, atemperar a 37°C una camara
humeda (cajita con papel secante humedecido), preparar la solucién de digestion vy la
solucién stop (ver apartado “3.2.10.1. Soluciones de trabajo”).
- Colocar 40 pL de la soluciéon de digestion sobre un cubreobjetos 24x40 mm.
Colocar el portaobjetos encima e introducirlo en la camara humeda.
- Incubar en estufa a 37°C durante 15 min.
- Lavar portaobjetos en soluciébn stop 5 min para detener la reaccion de
digestion.
- Vigilar que el cubreobjetos se desprende del portaobjetos.
- Lavar en agua destilada unos segundos para eliminar restos de la solucidon
anterior.
- Dejar secar portaobjetos a temperatura ambiente. Podemos ayudarnos de
papel absorbente o con ayuda de una placa calefactora (Heraeus).
- Observar la digestion al microscopio éptico invertido (CK2, Olympus).

*En una buena digestion deberiamos observar las células o grupos de células mas o
menos aisladas de su tejido adjunto, habiendo ademas desaparecido buena parte de
él. En una sobredigestién observamos estructuras cristalinas que recuerdan la forma
de la estructura de las ramas de un helecho y ausencia de estructura celular. Es
posible que no todos los cilindros se hayan digerido correctamente. Podriamos volver
a incubar el portaobjetos con la solucién de digestion repitiendo los pasos anteriores
hasta conseguir la digestion deseada.

3.2.5.4. Hibridacion

*Realizar hibridacion en condiciones de oscuridad.
*En este caso se utilizaron tanto sondas comerciales disponibles en nuestro

laboratorio como sondas no comerciales fabricadas el mismo.

- Realizar una mix de sonda. Se utilizaron 5 pyL de mix de sonda para
cubreobjetos 20x20 mm 6 24x24 mm (Tabla 11).

Tabla 11. Preparacién de la mix de sonda segun si se trata de una sonda comercial o de una
sonda no comercial. En algunos casos la sonda se coge del vial y se hibrida directamente sin

tener que preparar la mix.
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TIPO DE SONDA
Comercial No comercial (BAC)
COMPONENTE 1 sonda 2 sondas | 1sonda 2 sondas
Sonda 1 uL 1 uL/sonda 1 uL Tl Bé(E;FJ; Tul
Agua destilada 1 uL 1 uL 1 uL 1 uL
Buffer de hibridacién 3uL 2 uL 3 uL 2 uL

- Sellar el portaobjetos y el cubreobjetos con parafilm.
- Desnaturalizar la sonda y el portaobjetos 5 min a 85°C y dejar hibridar a 37°C
toda la noche en el hibridador (Hybrite, Vysis).

Dia 2:
3.2.5.5. Lavados de post-hibridacion

*Previamente preparar un bafno a 45°C con tres coplins con soluciones de formamida
al 50%, 1 coplin con 2xSSC y otro con 2xSSC/0,1%NP40. Envolver todos los coplins
en papel de plata para evitar pérdida de senal fluorescente de la sonda por la luz.

- Extraer cuidadosamente el parafilm que envuelve el portaobjetos.

- Realizar 3 lavados en formamida al 50% de 10 min cada uno.

- Realizar 1 lavado en la solucién de 2xSSC de 10 min.

- Realizar 1 lavado en 2xSSC/0,1%NP40 de 5-7 min.

- Contratefiir con unos 10-15 pL de 4,6-diamino-2-phenilindole (DAPI) y colocar
un cubreobjetos 20x20 mm é 24x24 mm.

- Introducir el portaobjetos en una caja opaca a -20°C durante un minimo de 20

min antes de su analisis y para su conservacion posterior.
3.2.5.6. Analisis y criterios de valoracion

*Para analizar las muestras se utilizd un microscopio de fluorescencia (Olympus BX51)
y el Cytovision Software (Applied Imaging, Newcastle, UK).

- La valoracion de los resultados de FISH se llevd a cabo de la siguiente forma
(283):

- Contar el numero de sefiales de la sonda de locus especifico y
centromérica en una media de 60-100 nucleos no superpuestos.
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3.2.6.

*Este

- Calcular el resultado de la FISH para cada caso en forma de ratio,
dividiendo el valor mas frecuente de la sefal de la sonda por el valor mas
frecuente de la sefal centromérica.

- Se considerd amplificacion cuando la ratio fue =2.

- Se considerd ganancia cuando encontramos tres senales de sonda de
locus especifico respecto a dos sefnales centroméricas por nucleo.

- Se considero pérdida cuando encontramos menos de dos sefiales de sonda
de locus especifico en mas del 50% de los nucleos.

- Se consideré polisomia cuando encontramos tres o cuatro sefales de
sonda de locus especifico y de sonda centromérica.

- Se consider6 monosomia cuando encontramos una sola sefial de ambas

sondas.
Rehibridacion de FISH en tejido parafinado

protocolo se utiliza en los casos en los que no se han obtenido buenos

resultados con la técnica de FISH, ya sea por una mala hibridacién de la sonda, por la

existencia de un exceso de ruido de fondo o por la necesidad de mas tiempo de

digestion.

3.2.7.

Retirar el cubreobjetos en una cubeta con 2xSSC/1%NP40.

Lavar el portaobjetos en una solucién astringente (ver apartado “3.2.10.1.
Soluciones de trabajo’) 5 min a 72°C +/-2°C.

Deshidratar en una serie creciente de etanoles (70%, 80% y 100%) 1 min cada
uno.

Secar durante al menos 7 min a temperatura ambiente.

A partir de aqui se realiza una nueva mix de sonda y se continta con el resto

del protocolo de FISH de la forma habitual.

Arrays de tejidos

*Se construyeron 4 TMAs con 25 muestras cada uno (245).

*Se utilizo tejido hepatico sano para facilitar la lectura de los resultados.

3.2.7.1. Elaboracion de la plantilla del TMA

*Inicialmente elaboramos un esquema en el que incluimos, segun establecimos

previamente, los nUmeros de biopsia de cada muestra por triplicado y el nombre del

tejido hepatico en forma de una diagonal central y alguno mas en los extremos (Fig.
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27). Incluimos 25 pacientes por TMA que incluyeron un total de 100 muestras (50
tumores ER+/PR+ y 50 ER+/PR-). Se elaboraron un total de 4 plantillas.

3.2.7.2. Seleccion del tejido

*A partir del corte de hetamoxilina-eosina, que corresponde con el bloque de parafina
escogido, observamos al microscopio 6ptico (Olympus BX41), con ayuda del patélogo,
la zona de tejido tumoral que mas nos interesa y la marcamos en el portaobjetos con
un rotulador. Seleccionaremos tres zonas representativas de ese o de otro bloque
tumoral del mismo paciente, en el caso de que no tuviéramos suficiente muestra con

uno sélo.

04B4a70 | 03B123R3  OTBRY?  OTB4tES | OFB4165 | O4B4108  4Ba108  0TBoS00  Liver | 0682e0a Liwver

dB44T0 | 038127383 LUr] =y b OTB4165  OFB45h46 (. SRS ] B4 108 Liver O3B0 DEBZG0E

DAp4 0 | 3812383 VB2 OFB3TED  DFE4046 | DED4485 Liwer DTBECDD | 03511000 | DGE2GEa Liver

02ES00  OVEZA0E | OTB1YEET  OVB3TE0 | DFB4540 Liver 07813623 O7BBS00  C30VI0G0  OSB4521

RS OTRZ208 | OTBY1G561 OFBATRO Liver OEE4400 OFBIEY | DGHIGHD A1 OSE45F
LEESEN) I OFHT 160 Liver DFHG 44 OfEFNGd  WETMGRE DEEEIGHD (SR T R 2 (IAH4E00
OaBFa0 4BI2s0 Liver 02812630 OTRLHT44 orariGs  0aAB1OTGD | DGHIGHD OERGEt OHE4TIS O3E4800G
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Fig. 27. Ejemplo de plantilla de uno de los 4 TMAs elaborados en este estudio. Observamos
las tres réplicas por paciente, asi como la diagonal central de tejido hepatico y algun cilindro

mas del mismo en los extremos.

3.2.7.3. Construccion del TMA

*Para la elaboracién de un TMA necesitamos un arrayer de tejidos (Manual Tissue
Arrayer I, K7 BioSystems), la plantilla previamente elaborada, el bloque de parafina en
el que estd incluido la muestra de tejido tumoral de uno de los pacientes y su
correspondiente corte de hematoxilina-eosina ya marcado, el tejido hepético, un
blogue de parafina en blanco y las agujas del diametro que prefiramos para realizar los
cilindros de tejido y del bloque en blanco. En este estudio la distancia entre cilindros y

el diametro de los mismos fue de 1 mm (Fig 28).
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Fig. 28. Imagen de dos de los 4 TMAs construidos en este estudio. Ambos TMAs contienen los
cilindros de 25 muestras con tres réplicas para cada una de ellas, asi como los cilindros de
tejido hepético situados en la diagonal central -de color mas oscuro- y en algunos extremos del
TMA.

Los pasos a seguir son:

- Fijamos el bloque blanco de parafina en la parte inferior del arrayer y
establecemos una posicién inicial numérica con ayuda del sistema de medicidén
del arrayer. Obtenemos un cilindro con la aguja correspondiente y desechamos
la parafina extraida.

- Colocamos la bandeja, que viene con el arrayer, encima del bloque en blanco
de parafina de forma que nos permite trabajar ahora con el bloque tumoral en
el arrayer sin mover de su posicion el bloque en blanco. Encima del bloque
tumoral, colocamos el corte de hematoxilina-eosina intentando que coincida la
zona marcada con el bloque tumoral, de forma que la aguja del arrayer apunte
también hacia esa zona.

- Retiramos el corte de hematoxilina-eosina y obtenemos el cilindro de tejido
tumoral con su aguja correspondiente sin desechar todavia su contenido.

- Retiramos el bloque tumoral y la bandeja del arrayer.

- Introducimos el cilindro tumoral en el agujero previamente realizado del bloque
en blanco de parafina.

- Movemos el bloque en blanco, que ahora ya contiene el primer cilindro tumoral,
1 mm hacia la direccion y sentido en que vayamos a incluir el siguiente cilindro
de tejido tumoral, siguiendo la plantilla correspondiente.

- Repetimos el proceso desde el principio hasta completar el total de la plantilla.

- Conservar los TMAs a temperatura ambiente hasta su utilizacién.
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3.2.7.4. Corte del TMA

*A partir de los TMAs elaborados se realizan unos cuantos cortes de los mismos con
un microtomo (RM2255, Leika). Es mejor no cortar todos los TMAs de una sola vez y
hacerlo a medida que los cortes van siendo utilizados, para una mejor conservacién
del tejido. Previamente al uso del microtomo, es importante colocarlos
aproximadamente una hora antes en el congelador para facilitar su corte. Los cortes
del TMA se van colocando en un bano a 38°C y de ahi se van recogiendo con un
portaobjetos. Finalmente, estos portaobjetos se dejan secar a temperatura ambiente.
En este estudio los cortes realizados fueron de 3 micras.

- La valoracién de los resultados de FISH se llevé a cabo de la siguiente forma
(283):

- Contar el nimero de sefales de la sonda de locus especifico y
centromérica en una media de 60-100 nucleos no superpuestos entre los
tres cilindros de cada caso.

- Calcular el resultado de la FISH para cada caso en forma de ratio,
dividiendo el valor mas frecuente de la sefal de la sonda por el valor mas
frecuente de la senal centromérica por cada cilindro.

- Se considerd amplificacion cuando la ratio fue =2.

- Se considerd ganancia cuando encontramos tres senales de sonda de
locus especifico respecto a dos sefnales centroméricas por nucleo.

- Se consideré pérdida cuando encontramos menos de dos sefales de sonda
de locus especifico en mas del 50% de los nucleos.

- Se consideré polisomia cuando encontramos tres o cuatro sefales de
sonda de locus especifico y de sonda centromérica.

- Se consider6 monosomia cuando encontramos una sola sefial de ambas

sondas.
3.2.8. FISH en tejido parafinado procedente del TMA

*En este estudio se aplicd la técnica de FISH para la extrapolacién, en un mayor
nuamero de muestras, de los resultados de interés encontrados en el estudio del array
de CGH.

*El protocolo a seguir es el mismo que el indicado en el apartado “3.2.5. FISH en tejido
parafinado (sonda comercial y sonda no comercial)”. Se utilizan 15 pL de mix de
sonda para cubreobjetos 24x60 mm:
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- 10,5 pL de buffer de hibridacion.
- 3 uL de agua destilada o0 0,5 pL en el caso de sondas de BACs.
- 1,5 yL de sonda comercial o 3 uL de sonda de BAC + 1 uL de sonda CEP.

*Se utilizaron las siguientes sondas:

- ZNF217-Spectrum Orange / 20q11-Spectrum Green (Kreatech Diagnostics,
Amsterdam, The Netherlands) (Fig. 29) -15 pL directamente del vial-.
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Fig. 29. Esquema de la sonda KBI-10733 ZNF217 (20q13) / 20q11 (Kreatech Diagnostics,
Amsterdam, The Netherlands).

- Sonda BAC RP11-51F16 (representa el gen MAP3K3) -marcada en
Spectrum red- (Fig. 30).

Fig. 30. Esquema de la localizacion del BAC RP11-51F16 que localiza en la region 17923.3 y

contiene el gen MAP3K3 (ambos indicados con las flechas).
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- CEP17-Spectrum Green (Abbott Molecular).
- Sonda BAC RP11-168J8 (representa el gen RPS6KB1) -marcada en
Spectrum red- (Fig. 31).

/

Fig. 31. Esquema representativo del BAC RP11-168J8 que localiza en la regiéon 17g23.2 y

contiene el gen RPS6KB1 (ambos indicados con las flechas).
3.2.9. Tests estadisticos utilizados para el analisis de la FISH

*Los resultados obtenidos de la técnica de FISH fueron analizados estadisticamente
mediante el test de Chi-cuadrado de Pearson (X?) y el test exacto de Fisher. Todos los
tests estadisticos se realizaron con el SPSS 16.0 Software (SPSS Inc, Chicago, IL,
USA). Un p valor de <.05 se considerd estadisticamente significativo y un p valor de

<.1 se consideré marginalmente significativo.
3.2.10. Material de laboratorio

*(n) = guardar en nevera / (p) = preparar en cada proceso / (ta) = guardar a
temperatura ambiente.

3.2.10.1. Soluciones de trabajo

- Alicuotas de pepsina 100 mg/mL: disolver 100 mg de pepsina en 1 mL de
agua. Hacer alicuotas de 5 L y congelarlas.

- Azul de bromofenol 6x: solucién A + 0125 g de xileno cyanol. Filtrar y hacer
alicuotas en eppendorfs de 1,5 mL. (n)
*Solucion A: 50 mL de sacarosa 40% (20 g de sacarosa + 50 mL de agua
destilada) + 0,125 g de azul de bromofenol.

- Etanol 80%: 80 mL de agua destilada + 20 mL de etanol 100% (n).

- Etanol 70%: 70 mL de agua destilada + 30 mL de etanol 100% (n).

- EDTA 1x: 300 mL de agua destilada + 3 mL de EDTA 100x (n).
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- Formamida 50%: 125 mL de formamida + 100 mL de agua destilada + 25 mL
de 20xSSC + 6 gotas de HCI puro (n).

- Formamida 70%:

- MgCl,1M: 20,33 g de MgCl, + 100 mL de agua destilada (ta).

- Solucion de digestion: 10 mL de agua destilada + 100 pL de HCI 35% + 5 L
de alicuota de pepsina 100 mg/mL. Afadir la pepsina justo antes de realizar la
digestion de la muestra (p).

- NaAc 3M: 24,6 g de acetato sddico + 100 mL de agua destilada (ta).

- PBS 10x: 1 sobre de PBS + 100 mL de agua destilada (ta).

- Solucion astringente: 100 pL de 20xSSC + 40 ml de agua destilada (n).

- Solucion de bromuro de etidio: 100 mL de agua destilada + 25 pL de
bromuro de etidio.

- Solucion STOP: 50 mL de PBS 1x + 2,5 mL de MgCl, 1M (p).

- Solucion TBE: 100 mL de TBE 10x + 900 mLde agua destilada (ta).

- 2xSSC: 100 mL de 20xSSC + 900 mL de agua destilada (n).

- 20xSSC: 88,23 g/L de citrato trisodico (C¢HsNaz;O;) + 175 g/L de cloruro sodico
(NaCl) + 1.000 mL de agua destilada. Ajustar pH 6,2-6,3 (ta).

- 2xSSC/0,1%NP40: 499,5 mL de 2xSSC + 0,5 mL de NP40 o Tween 20 (n).

- 2xSSC/1%NP40: 495 mL de 2xSSC + 5 mL de NP40 o Tween 20 (n).

3.2.10.2. Reactivos

- Acetato sédico (NaAc): Acetato de Sodio anhidro -Merck-.

- Acetonitrilo: Acetonitrile -Sigma-.

- Acido acético: Acido acético glacial -Merck-.

- Acido clorhidrico (HCI): Acido clorhidrico -Merck-.

- Agarosa: Agarosa AG 120 250 g -Ecogen-.

- Alu 1: Alu 1 -GE Healthcare Europe GmBH-.

- Azul de bromofenol: Azul de bromofenol -Merck-

- Bromuro de etidio: Ethidium Bromide Solution 10 mg/ml -Bio-Rad-.
- Citrato sédico: Citrato sodico tribasico -Merck-.

- Cloramfenicol: Cloramfenicol -Sigma-.

- Cloruro magnésico (MgCl,): Cloruro magnésico -Merck-.

- Cloruro sédico (NaCl): Cloruro de sodio -Merck-.

- Colcemid: Colcemid CMB -Herlan-Labclinic-.

- DAPI: DAPI Il Counterstain -Vysis-.

- AND control: Human genomic DNA: male & female -Promega-.
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- EDTA: EDTA 100x -Biosystems-.

- Etanol 100% (EtOH): Etanol absoluto -Merck-.

- Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (Phe:Clf:lso): Fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1) -Sigma-.

- Fitohematoglutinina: Phytohemagglutinin - Gibco-.

- Fluorocromo Cy3: Cy3 dUTP -GE Healthcare Europe GmBH-

- Fluorocromo Cy5: Cy5 dUTP -GE Healthcare Europe GmBH-.

- Formamida: Formamida -Merck-.

- Glicégeno: Ultra Pure Glycogen -Invitrogen-.

- Glicerol: Glicerol -Merck-.

- Glutamina: Glutamina -Gibco-.

- Heparina: Heparina 1% -Mayne Pharma-.

- Human Cot-DNA: Human COT-1 DNA 500 pL (1pg/uL) -Roche Diagnostics
S.L.-.

- Isopropanol: 2-propanol -Panreac-.

- Lauryl: N-Lauryl Sarcosine Solution -Sigma-.

- Levadura: Levadura -Pronadisa-.

- Marcador de peso molecular: 100 bp DNA Ladder -Invitrogen-.

- Medio RPMI 1640: RPMI -Biological Industries-.

- Metanol: Metanol -Merck-.

- NP40: Nonidet p40 -Fluka-.

- OCT: Tissue — Tek OCT -Sakura-.

- PBS: PBS (phosphate buffer saline) -Sigma-.

- Penicilina/estreptomicina: Penicilina-Estreptomicina -Gibco-.

- Pepsina: Pepsin -Sigma-.

- RSA 1: RSA 1 -GE Healthcare Europe GmBH-.

- Sacarosa: Sacarosa -Merck-.

- Spectrum green: Spectrum Green dUTP -Vysis- (IZASA).

- Spectrum red: Spectrum Red dUTP - Vysis- (IZASA).

- SSPE 20x: 20x SSPE Buffer -Invitrogen-.

- Suero fetal: Suero fetal -Biological Industries-.

- SYBR: SYBR safe DNA gel stain -Invitrogen-.

- TBE: TBE 10x -Bio-Rad-.

- Triptona: Triptona -Pronadisa-.

- Xileno: Xileno -Panreac-.
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3.2.10.3. Kits

- Extraccion de ADN: DNAeasy tissue Kit QiAmp (Qiagen).

- Extraccion de BACs: Plasmid Midi Kit Quiagen (Qiagen).

- Hibridacion ADN en CGH-array: Agilent Oligonucleotide aCGH Hybridization Kit
(Agilent Techonologies).

- Marcaje ADN en CGH-array: BioPrime CGH labeling System kit (Invitrogen)

- Nick translation: Nick Translation with Control DNA (VYSIS).

- Purificacion ADN en CGH-array: Qiaprep Spin Miniprep kit (Qiagen).
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4. RESULTADOS

“La locura es hacer la misma cosa una y otra vez esperando obtener diferentes
resultados”
(Albert Einstein)
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4.1. Perfil de alteracion gendmico

Los resultados de 25 muestras de tumores ER+/PR+ y de 23 ER+/PR- fueron
analizados después de aplicar la técnica de CGH-array (Tabla 12). Todos los tumores
mostraron al menos una alteracién, inclusive aquellos que presentaban una baja
infiltracion tumoral. En este estudio no se consideraron los resultados de los
cromosomas X e Y porque nos sirvieron como control interno de hibridacién, ya que
los controles utilizados fueron de sexo masculino. Cuando se compararon ambos tipos
de tumores, se observdé que la diferencia en el % de genoma perdido era
estadisticamente significativa, asi como la diferencia en las regiones alteradas por
muestra y especificamente las regiones ganadas por muestra. La diferencia en el %
del genoma alterado resulté6 marginalmente significativa y la del % de genoma ganado
y de regiones perdidas por muestra no result6 significativa (Tabla 12).

Tabla 12. Perfil de alteracién genomico de los tumores ER+/PR+ y ER+/PR-. Resultados
estadisticamente significativos marcados en negrita. Abreviaciones: ER: receptor de

estrogenos; PR: receptor de progesterona.

25 ER+PR+ |23 ER+PR-| p-value
% Genoma total alterado 20,6 29,4 0,056
% Genoma ganado 9,7 11,4 0,231
% Genoma perdido 10,9 18,0 0,029
Alteraciones / muestra 13.2 19,1 0,048
Ganancias / muestra 5,8 9,5 0,030
Pérdidas / muestra 7,3 9,6 0,113

4.2. Perfil de alteracion cromosomico

En primer lugar, obtuvimos el perfil de alteracion cromosémico para las 48
muestras tumorales (ER+/PR+ y ER+/PR-), estableciendo los cromosomas mas
alterados con ganancias y con pérdidas Se observé que las regiones mas ganadas
estaban incluidas 1q (62% de las muestras), 16p (50%), 11q (46%), 8q (40%), 8p
(40%), 17q (37%) y 20q (37%), y las mas perdidas en 16q (71%), 17p (46%), 1p
(44%), 13 (44%), 11q (42%), 6q (37%), 8p (33%), 22q (33%) y 9p (31%) (Figs. 32-
38). Ademas se observaron regiones recurrentes de amplificacion localizadas en
8p12, 8g21-g24, 11g13.3, 16p11.2, 1723 y 20q13. Todas las regiones perdidas en
este estudio estaban en forma heterozigota.
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Fig. 32. Representacion grafica (vision cromosémica, CGH Analytics Software) que muestra el
patron de alteracion del cromosoma 1 de una muestra después de realizarse la técnica de
CGH-array. En la parte inferior de la imagen observamos el idiograma del cromosoma 1. En la
parte superior observamos puntos que corresponden a cada uno de los oligonucleétidos o
secuencias que representan a genes o partes de los mismos del cromosoma 1 y localizados en
el array que hemos utilizado. Cuando los puntos tienden a localizarse alrededor de la linea
central (0) hablariamos en términos generales de una situacion de normalidad. Cuando los
puntos tienden a localizarse por encima de la linea central podria tratarse de una situacién de
ganancia o amplificaciéon. Cuando los puntos tienden a localizarse por debajo de la linea central
podria tratarse de una situacion de pérdida. En este caso observamos una situacion de

normalidad del brazo corto (p) y ganancia de todo el brazo largo (q) del cromosoma 1.

Fig. 33. Representacion gréfica (vision cromosdmica) que muestra el patrén de alteracién del

cromosoma 1 de una muestra después de realizarse la técnica de CGH-array. Observamos
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pérdida del brazo corto (p) y al igual que en la muestra anterior, ganancia de todo el brazo largo

(g) del cromosoma 1.

Fig. 34. Representacion gréfica (vision cromosdmica) que muestra el patrén de alteraciéon del
cromosoma 8 de una muestra después de realizarse la técnica de CGH-array. Observamos
pérdida del brazo corto (p) y ganancia/amplificacién de todo el brazo largo (g) del cromosoma

8, donde se encuentra el gen MYC.

Fig. 35. Representacion gréfica (vision cromosdmica) que muestra el patrén de alteraciéon del
cromosoma 8 de una muestra después de realizarse la técnica de CGH-array. Observamos el
mismo patrén de alteraciéon que la muestra anterior: pérdida del brazo corto (p) y ganancia de

todo el brazo largo (q) del cromosoma 8, donde se encuentra el gen MYC.
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Fig. 36. Representacion gréfica (vision cromosdmica) que muestra el patrén de alteraciéon del
cromosoma 11 de una muestra después de realizarse la técnica de CGH-array. Observamos
pérdida de parte del brazo g y varios puntos de amplificacién en este mismo brazo (picos
elevados) uno de los cuales corresponde a una amplificacién de la regién donde se localiza el
gen CCND1.

Fig. 37 Representacion grafica (vision cromosémica) que muestra el patrén de alteracién del
cromosoma 16 de una muestra después de realizarse la técnica de CGH-array. Observamos

ganancia del brazo p y pérdida del brazo g, donde se encuentra el gen CDH1.
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Fig. 38 Representacién grafica (vision cromosoémica) que muestra el patron de alteracion del
cromosoma 17 de una muestra después de realizarse la técnica de CGH-array. Observamos
pérdida de una regién del brazo p del cromosoma 17, donde se encuentra el gen TP53.

Seguidamente definimos para cada grupo por separado los cromosomas mas
alterados con ganancias y pérdidas (= 30% de casos alterados) (Tabla 13). Ambos
grupos compartian los cromosomas 1, 8, 11 y 16 como los mas alterados con
ganancias, pero el grupo ER+/PR- presentaba ademas los cromosomas 5, 6, 17, 19,
20 y 21. Por otra parte, ambos grupos compartian los cromosomas 1, 6, 11, 13, 14, 16
y 17 como los mas alterados con pérdidas, pero el grupo ER+/PR- presentaba ademas
los cromosomas 3, 5, 8,9, 21y 22.

Tabla 13. Cromosomas mas alterados con ganancias y pérdidas para cada grupo analizado
(ER+/PR+ y ER+/PR-) por orden descendente respecto al % de casos alterados. En negrita las

diferencias entre ambos grupos.

Grupo Cromosomas + ganados Cromosomas + perdidos

1 (68%), 16 (56%), 8 (48%), | 16 (76%), 1 (52%), 6 (44%), 11 (36%),

ER+/PR+
11 (40%) 13 (32%), 14 (32%), 17 (32%)
1 (65%), 17 (65%), 11 (56%), 16 (65%), 17 (65%), 13 (56%), 11
8 (48%), 16 (48%), 20 (48%), 56%), 1 (48%), 8 (43%), 9 (43%),
ER+/PR_()()()()()()()

19 (35%), 5 (30%), 6 (30%), | 6 (39%), 22 (39%), 14 (35%), 3 (35%),
21 (30%) 21 (35%), 5 (30%)
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4.3. Regiones de alteracion solapadas (regiones SORI)

De entre los cromosomas alterados obtuvimos las regiones alteradas
solapadas (SORIs), y de entre los cromosomas alterados en = 30% obtuvimos las
regiones alteradas solapadas recurrentes, es decir los SORIs recurrentes (Tablas 14 y
15) (Fig. 39 y Fig. 40).

Observamos que las regiones mas alteradas con ganancias recurrentes
solapadas, en el grupo ER+/PR+ estaban en 1q (60% de las muestras), 16p (56%),
8q (36%) y 11q (36%); mientras que en el grupo ER+/PR- estaban en 1q (61%), 11q
(52%), 17q (47%), 16p (44%), 8q (44%) y 20q (44%). Ambos grupos compartian los
cromosomas 1, 11, 16 y 8 como los mas alterados con ganancias recurrentes
solapadas, pero el grupo ER+/PR- presentaba ademas los cromosomas 17 y 20
(Tablas 14y 15).

Los SORIs con el mayor numero de casos amplificados en ER+/PR+ eran
8p12 (24% de los casos), 11q13.3 (24%) y 16p11.2 (20%); mientras que en ER+PR-
eran 11q13.3 (43%), 20q13.12 (26%), 17¢923.2-g23.3 (22%) y 8q21.11-qter (17%).

Por otra parte, las regiones mas alteradas con pérdidas recurrentes
solapadas en el grupo ER+/PR+ estaban en 16q (76% de las muestras), 6q (36%),
11q (32%), 1p (32%), 17p (32%) y 13 (32%); mientras que en el grupo ER+/PR-
estaban en 16q (61%), 17p (61%), 11q (52%), 13q (48%), 9p (44%), 6q (39%), 8p
(39%), 22q (39%), 1p (34%), 3p (34%), 21q (34%) y 14q (30%). Ambos grupos
compartian los cromosomas 1, 6, 11, 13, 16 y 17 como los mas alterados con
pérdidas recurrentes solapadas, pero de nuevo el grupo ER+/PR- presentaba
también los cromosomas 3, 8, 9, 14, 21 y 22 (Tablas 14 y 15).

136



Resultados

137



Resultados

138



Resultados

AL AGLEL'LL 'S 'S | SEMOSOWDIT SO US SopeRsag ‘odrub s1se ap SSUSLNIE S|Y0S SO USHPU SEUIE) SET Epipad 3p
=5 usjuasaida ol us emainba &) ap s6) A ‘esusush ap saudiba 5| usjURSANdR S@EA US BYIISP B] 3P SENUIUCD SE3UI| 5] SEWosowars sof ap ofie) o) &

sEpElUEsadal uBlse seuELagE saumbal S8 SEp0) +xdA4y T odub jep sEnsenw =8 us saquasaud sepEiIaY s sauciBa 58] ap oyl uoRuesanday "gE "By

e
(LML
e

A
III [1TIEx

139



Resultados

ZEALZ'0E AL DL 'PL'EL CLL BB 'D 0| SEUDSOWONG SO US SOpET|EDn ‘odrub 5158 ap SRUSLNTE S|YOE S0 UBNPUI SEUDS| S8 Epipad ap
s8] usjEsaidal ofoy us Bpainba ) ap s8] A 'eaususE ap sauoiBay s8] uBUEsaNday aEEA LB BYZEIEP B 3P SENUILDD SE3U)| £8 SEWOSOWoD S0 3p obis) o) B
sepauasada usE? sRusLage sauoiBa =8y sepol -Ydi+d3 odnuB j2p sensenw sey us sauesaud sepesaye seuciBal se) ap eoysiB uocoguasasdsy oF By

W

=

140



Resultados

4.4. Comparacion de SORIs entre tumores ER+/PR+ y ER+/PR-

Una vez establecidos todos los SORIs y los SORIs recurrentes de cada grupo,
éstos fueron comparados. Tras el analisis estadistico observamos que las regiones
ganadas 17g23.2-g23.3 y 20q13.12, asi como las regiones perdidas de forma
heterozigota 3p21.32-p12.3, 9pter-p13.2, 17pter-p12 y 21tel-q21.1 estaban alteradas
de forma significatitva en el grupo ER+/PR-. Todos estos SORIs fueron obtenidos
especificamente a partir del analisis del grupo ER+/PR-. Se encontraron diferencias
significativas respecto a los SORIs ganados y o amplificados de los cromosomas 17 y
20, y respecto a los SORIs perdidos de los cromosomas 3 y 17. Los SORIs de los
cromosomas 9 y 21 presentaban significancia marginal (Tabla 16).

Tabla 16. Diferencias entre los grupos ER+/PR+ y ER+/PR- . El color verde hace referencia a
un estado de ganancia y el rojo a uno de pérdida. En negrita regiones estadisticamente

significativas. Abreviaturas: chr: cromosoma; alt: alteracién; p: pérdida; g: ganancia; a:

amplificacion.
‘. Genes . .

Chr. Region de interés Inicio Fin Alt. | ER+PR+ vs ER+PR- | p-value
3 pa132-p123 o0 agageasn 77084803 p 2(8%)-8(34%) 0,033
9  pter-pi3.2 CDKN2A 204367 67121585 p 5 (20%) - 10 (44%) 0,08

RPS6KB1 \ .
17  g23.2-q23.3 MAP3K3 54543910 59917417 g/a 3 (12%) - 11 (47%) 0,006
17 pter-p12 TP53 48539 14052556 p  8(32%)-14 (61%) 0,045
20 q13.12 ZNF217 50753136 51624294  a 1 (4%) - 6 (26%) 0,044
21 tel-g21.1 BTG3 10013263 17905136 a 3 (12%) - 8 (34%) 0,061

- El SORI ganado 17g23.2-q23.3 (Fig. 41) estaba presente Unicamente en el
grupo ER+/PR-, no sélo en forma de ganancia sino también en forma de
amplificacion (54% de los casos alterados), mientras que en el grupo ER+/PR+
estaba presente en la totalidad de los casos alterados en forma de ganancia
pero siempre formando parte de todo o casi todo el brazo 17g que se
encontraba alterado. Este SORI tiene un tamario de 5.4 Mb e incluye 56 genes.
Entre ellos, los genes RPS6KB1 (284), PPM1D (285), BCAS3 (286) y MAP3K3
(287) han sido previamente relacionados con céncer de mama. En nuestro
estudio finalmente consideramos RPS6KB1 y MAP3K3 (Fig. 42) como los
candidatos mas interesantes a ser estudiados y que fueron analizados por
FISH.
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@,

Fig. 41. Representacion gréfica que muestra el patrén de alteracion del cromosoma 17 de una
muestra ER+/PR- después de realizarse la técnica de CGH-array. Observamos amplificaciones
en el brazo g, entre las que se incluye el SORI 17923.2-g23.3 (circulo). En la segunda

muestra observamos ademds pérdida del brazo p.

SORI Inicio Fin Tamano (Mb) N° Genes
17923.2-q23.3 54543910 59917417 54 56
2 de i
122 a I:P:'-: .
l'; 1
12 .
f ‘
A, 27 . ¢
W
2 ;-I:r : . -
ez i g I
||| } -~ &
i 43 i s .\,-‘l:r:'
| o gl i
N _ g4 !

Fig. 42. Descripcion del SORI 17923.2-g23.3 obtenido del grupo ER+/PR-. Izquierda: diagrama
del cromosoma 17; las lineas en verde representan las regiones de ganancia de los casos
alterados. La flecha indica la regién mas frecuentemente alterada y solapada (SORI
recurrente). En el centro: vista cromosémica de un caso ER+/PR- (CGH Analytics Software). La
flecha indica la banda 923 del cromosoma 17, donde estd incluido el SORI. Derecha: vista
génica del SORI 17923.2-g23.3 (CGH Analytics Software). Los puntos representan el resultado
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para cada oligonucleotido de la region localizado en el array, entre los que podemos encontrar
los que representan a los genes RPS6KB1y MAP3KS3.

- EI SORI Ganado 20q13.2 (Fig. 43) estaba amplificado de forma significativa en
el grupo ER+/PR-. Cuando se compararon ambos grupos de muestras, la
diferencia respecto al numero de casos alterados no resulté estadisticamente
significativa, pero si resultdé serlo la diferencia respecto a la presencia de la
amplificacién de esta region entre los dos grupos (p=0,044). En el grupo
ER+/PR-, el 60% de los casos alterados presentaban amplificacion, mientras
que tan solo el 14% de los casos del grupo ER+/PR+ y el resto, ganancias de
todo el cromosoma (polisomia 20). Este SORI tiene un tamafo de 0,87 Mb e
incluye tres genes, de entre los cuales consideramos ZNF217 como el gen de
interés de este SORI, que posteriormente analizamos por FISH.

O

Fig. 43. Representacion grafica (vision cromosdémica) que muestra el patrén de alteracion del
cromosoma 20 de una muestra ER+/PR- después de realizarse la técnica de CGH-array.

Observamos amplificaciones en el brazo g, en una de las cuales se incluye el SORI 20q13.2

(circulo).

- El SORI perdido 3p21.32-p12.3 (Fig. 44) correspondia a un 8% de los casos
del grupo ER+/PR+, mientras que en un 34% de los ER+/PR-. Este SORI
incluye, entre otros, los genes RASSF1y FHIT.
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O

Fig. 44. Representacion gréfica (vision cromosdmica) que muestra el patrén de alteraciéon del
cromosoma 3 de una muestra ER+/PR- después de realizarse la técnica de CGH-array.
Observamos la pérdida de parte del brazo p, entre la que se encuentra el SORI 3p21.32-p12.3

(circulo).

- ElI SORI perdido 9pter-p13.2 (Fig. 45) correspondia a un 20% de las muestras
del grupo ER+/PR-, mientras que en un 44% de los ER+/PR-. Este SORI
incluye el gen CDKN2A.

Fig. 45. Representacion grafica (vision cromosémica) que muestra el patrén de alteracion del

cromosoma 9 de una muestra ER+/PR- después de realizarse la técnica de CGH-array.
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Observamos la pérdida de todo el cromosoma y por lo tanto también del SORI 9pter-p13.2

(circulo).

- El SORI perdido 17pter-p12 (Fig. 38) correspondia a un 32% de las muestras
del grupo ER+/PR+, mientras que en un 61% de los ER+/PR-. Este SORI
incluye el gen TP53.

- Finalmente, el SORI perdido 21tel-q21.1 (Fig. 46) correspondia a un 12% de
las muestras del grupo ER+/PR+, mientras que en un 35% de los ER+/PR-.
Este SORI incluye el gen BTG3.

>

Fig. 46. Representacion gréfica (vision cromosdmica) que muestra el patrén de alteraciéon del
cromosoma 21 de una muestra ER+/PR- después de realizarse la técnica de CGH-array.
Observamos la pérdida de parte del brazo g que incluye el SORI 21tel-q21.1 (circulo).

4.5. Validacion mediante FISH, en las muestras de los TMAs, de los genes
MAP3K3, RPS6KB1 y ZNF217 obtenidos a partir de los SORIs de
ganancia diferentes entre los dos grupos

La técnica de FISH fue aplicada a las muestras presentes en los TMAs
elaborados previamente, para el estudio del estado de los genes MAP3K3, RPS6KB1
y ZNF217 (Tabla 17).

Tabla 17. Resultados de la técnica de FISH para los genes MAP3K3, RPS6KB1y ZNF217 de
las muestras presentes en los TMAs. Entre paréntesis el nimero de casos alterados.
Abreviaturas: n: nUmero de casos.
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Validacion de los TMAs por FISH (n=100)

MAP3K3(n=79) | RPS6KB1(n=78) | ZNF217(n=50)

Resultado ER+PR+ ER+PR- ER+PR+ ER+PR- ER+PR+ ER+PR-
(n=34)  (n=45) (n=46) (n=32) (n=32) (n=18)

Normal 53% (18) 44% (20) 57% (26) 50% (16) 59% (19) 22% (4)

Polisomia 38% (13) 18% (8) 37% (17) 22%(7) 41% (13) 22% (4)
Ganancia 6% (2) 20%(9) 4% (2) 9%(3) 0%(0) 22% (4)
Amplificacion 3% (1) 18%(8) 2% (1) 19%(6) 0% (0) 34% (6)

Respecto al FISH de MAP3K3, se obtuvieron los resultados de 79 muestras
(Fig. 47 y 48). En el grupo ER+/PR+, un 53% de las muestras eran normales, un 38%
presentaban polisomia y un 9% (6% + 3%) ganancia o amplificacién. En el grupo
ER+/PR-, un 44% era normal, el 18% presentaba polisomia y el 38% ganancia o
amplificacién (20% + 18%). El andlisis de MAP3K3 revelé diferencias estadisticamente
significativas respecto al numero de casos alterados, amplificados y polisémicos
(p=0,001, p=0,002 y p=0,0042 respectivamente).

Figs. 47. FISH de MAP3K3 sobre una muestra de tejido tumoral mamario incluida en un TMA.
Observamos en gran parte de las células mas de 3 senales rojas -MAP3K3-, y dos sefales

verdes -CEP17-, que dan como resultado una amplificacion.
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Figs. 48. FISH de MAP3K3 sobre una muestra de tejido tumoral mamario incluida en un TMA.
Observamos en gran parte de las células mas de 3 sefales rojas -MAP3K3-, y dos sefales

verdes -CEP17-, que dan como resultado una amplificacion.

Respecto al FISH de RPS6KB1, se obtuvieron los resultados de 78 muestras
(Fig. 49). En el grupo ER+/PR+, un 57% eran normales, un 37% presentaban
polisomia y un 6% ganancia o amplificacion (4% + 2%). En el grupo ER+/PR-, un 50%
era normal, un 22% presentaba polisomia y un 28% ganancia o amplificacion (9% +
19%). El andlisis de RPS6KBT1 reveld diferencias estadisticamente significativas
respecto al nimero de casos amplificados (p=0,009). La polisomia, aunque no
alcanzé un rango estadistico significativo (p=0,151), debido probablemente al reducido
numero de casos comparables entre ambos grupos, presentaba diferencias: 21% en el
grupo ER+/PR+y 37% en el ER+/PR-.

Respecto al FISH de ZNF217, se obtuvieron los resultados de 50 muestras
(Fig. 50). En el grupo ER+/PR+, un 59% eran normales, un 41% presentaban
polisomia y ninguna muestra presentaba ganancia o amplificacion. En el grupo
ER+/PR-, un 22% era normal, un 22% presentaba polisomia y un 56% (22% +34%)
ganancia o amplificacién. El andlisis de ZNF217 reveld diferencias estadisticamente
significativas respecto al numero alterado y amplificado de casos (p=0,010 y
p<0,001 respectivamente). De nuevo la polisomia pese no alcanzar un rango
estadistico significativo (p=0,179), era diferente en ambos grupos: 22% en el ER+/PR+
y 40% en el ER+/PR-.
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Fig. 49. FISH de RPS6KB1 sobre una muestra de tejido tumoral mamario incluida en un TMA.
Observamos en gran parte de las células mas de 3 sefales rojas -RPS6KB1-, y dos sefales
verdes -CEP17- (aunque en la imagen capturada no se aprecian lo suficientemente bien debido
a la debilidad de la sefnal), que dan como resultado una amplificacion.

Fig. 50. FISH de ZNF217 sobre una muestra de tejido tumoral mamario incluida en un TMA.
Observamos en gran parte de las células mas de 3 sefales rojas -ZNF217-, y dos o mas

senales verdes -CEP20-, que dan como resultado una amplificacion y polisomia.
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4. DISCUSION

“...si soy sabio, no trato de llevar a nadie a este extrano lugar de mis
pensamientos, lo llevo al bosque y lo dejo entre los arboles, hasta que encuentre
los arboles dentro de si mismo, y se encuentre a si mismo dentro de los
arboles.”

(L. Patton)
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5.1. Optimizacion de las técnicas utilizadas

5.1.1. Técnica de CGH-array

En este estudié se utilizé la plataforma de Agilent Techonologies para la
realizacién de la técnica de CGH-array. Inicialmente, la obtencion de ADN de buena
calidad supuso la pérdida de algunas de las muestras seleccionadas para el estudio,
puesto que durante el proceso de purificacion del mismo se obtenia un ADN mas
limpio pero a veces la concentracion no era suficiente para su uso en la CGH-array,
por lo que finalmente se decidi6 utilizar las muestras que presentaban una buena
calidad de su ADN aunque no fuera 6ptimo.

El protocolo que utilizamos para la realizacion de la técnica de CGH-array es el
propuesto inicialmente por la casa comercial, ajustandolo con el tiempo a los cambios
que ella misma proponia, especialmente con el cambio del array 1x44 a 4x44.
Inicialmente este cambio supuso la adecuacién de algunas de las condiciones
experimentales llevadas a cabo durante el protocolo, lo que provocé tener que probar
el nuevo formato previamente y establecer las nuevas condiciones 6ptimas. Con la
utilizacion de este nuevo formato se ahorr6 tiempo de hibridacién (de 48 a 24 h) y el
coste economico de la técnica fue menor, puesto que con la misma cantidad de
reactivos se podian obtener los resultados para 4 muestras. Después de realizar la
técnica y de llevar a cabo el escaneado de los resultados, algunas de las muestras no
pudieron ser analizadas por no superar los estandares de calidad establecidos, en su
mayoria este hecho se debié a la mala calidad de la muestra.

El andlisis de los arrays de CGH y la obtencion de los resultados fue muy
laborioso debido a la inexistencia de un software especifico de analisis que nos
permitiera obtener los resultados directamente. Actualmente, la mayoria de casas
comerciales, incluida Agilent Technologies, disponen ya o estdn en proceso de
elaboracion de softwares de analisis muy potentes que ahorran el tener que hacer el

analisis manualmente.
5.1.2. Construccion del array de tejidos

Los TMAs permitieron el andlisis de un elevado numero de muestras a partir de
un solo experimento, lo que supuso una reduccién del tiempo de obtencién de
resultados y del coste econémico por el uso de menos sonda para hibridar las
muestras mediante FISH en un TMA, a diferencia de haber realizado cortes
morfolégicos.
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En nuestro estudio, utilizamos tres réplicas por muestra para obtener una mejor
representacion del tumor. Ademas, en el caso de perderse alguno de los tres cilindros,
los dos restantes permiten seguir con el analisis. Se ha descrito que el uso de dos o
tres cilindros por muestra presentarian resultados mas fiables que el uso de tan sélo
un cilindro por muestra, mientras que el uso de mas de tres cilindros no supondria una
mejora (251). Los cilindros de tejido hepatico incluidos en diagonal en el TMA
facilitaron la localizacion de cada muestra durante el posterior analisis de la técnica de
FISH. La reducida distancia de 1 mm entre cilindros no dificulté la elaboracién del
TMA ni tampoco la realizacién de la técnica de FISH. Por cuestiones practicas, en
cada TMA incluimos 25 muestras con tres réplicas, no obstante se podria haber
incluido un mayor numero de muestras. Los cortes de 3 um, aunque pudieran dificultar
en algun grado el corte del TMA, permitieron obtener buenas hibridaciones con la
técnica de FISH.

5.1.3. Técnica de FISH

La técnica de FISH utilizada en nuestro laboratorio permitié tanto obtener
resultados de FISH sobre tejido parafinado procedente de un sélo corte histolégico
como en los TMAs.

En el caso de las hibridaciones sobre tejido parafinado con una sola muestra,
algunas de ellas tuvieron que ser repetidas por el mal estado de la misma. En el caso
de las hibridaciones sobre los TMAs, durante el protocolo, especialmente en la
digestién del tejido en el microondas, se perdieron algunos de los cilindros, no
obstante, su numero fue muy reducido y en su mayoria se obtuvieron hibridaciones
muy buenas. Algunas de las hibridaciones también tuvieron que ser repetidas por el
mal estado de algunas de las muestras o por la dificultad de hibridacién con alguna de
las sondas, como es el caso de utilizar la sonda ZNF217-Spectrum Orange / 20q11-
Spectrum Green (Kreatech Diagnostics, Amsterdam, The Netherlands).

5.2. Analisis de los resultados

En el presente estudio, se analiz6 un total de 48 muestras de CDI de mama (25
ER+/PR+ y 23 ER+/PR-) mediante la técnica de CGH-array. Se observd que los
tumores mamarios ER+/PR-, presentan un perfil genético ligeramente diferente de los
tumores mamarios ER+/PR+. Esto se basa principalmente en diversas regiones de
ganancia y pérdida diferentemente alteradas entre ambos grupos, que ademas
podrian ser en parte responsables del fenotipo mas agresivo que presentan los
tumores ER+/PR-.
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5.2.1. Analisis del perfil de alteracion genémico

El grupo ER+/PR- presenté un mayor perfil de alteracion gendémica (29,4% de
genoma total alterado, 18% de genoma perdido, 19,1 alteraciones por muestra y 9,5
ganancias por muestra). Estas variables estaban de forma significativa en
comparacion con el grupo ER+/PR+ (Tabla 12). Estos resultados coinciden con el
estudio previo de Arpino et al. (188), donde observaban que los tumores ER+/PR-
tendian a presentar mayor grado de aneuploidia que los ER+/PR+. Ademas,
Creighton et al. (191) describieron que los tumores ER+/PR- mostraban el doble de
ganancias y pérdidas respecto a los ER+/PR+. Este perfil gendmico mas aberrante del
grupo ER+/PR- es indicativo de la presencia de una mayor inestabilidad genémica en
este tipo de tumores.

5.2.2. Analisis del perfil de alteracion cromosomico

El perfil de alteracién cromosémico de todas las muestras ER+ (PR+ y PR-)
mostrd que las regiones mas ganadas estaban en 1q, 8p, 8q, 11q, 16p, 17q y 20q, y
las perdidas 1p, 6q, 8p, 9p, 11q, 13, 16q, 17p y 22q. Estos resultados coinciden con
los aportados por estudios previos de CGH-array aplicada a tumores mamarios (190,
276, 277, 279-281) y mas concretamente a tumores ER+ (189-191, 278).

Se observaron las regiones recurrentes de amplificacion 8p12, 8q21-24,
11913.3, 17923, 20913 y 16p11.2, de las que las cinco primeras habian sido
previamente descritas en este tipo de patologia (189-190, 276-277). Mientras que la
regién 16p11.2 suele aparecer sélo en forma de ganancia en los tumores ER+ (190,
276, 288), no obstante esto puede ser debido a que la mayoria de los casos con
amplificacién (Tablas 14 y 15) pertenecen al grupo RE+/PR+ y por lo tanto podria
pasar desapercibida en el estudio de grupos de tumores mamarios muy heterogéneos,
0 que sencillamente estuviera provocado por una desviacion aleatoria de nuestras
muestras.

Este perfil gendmico comun observado en nuestro estudio representaria el
hecho de que todas las muestras eran CDIs del tipo luminal (ER+) y que por lo tanto
tendrian un origen de alteracioén genético comun.

Una vez definimos para cada grupo por separado los cromosomas mas alterados
con ganancias y pérdidas (= 30% de casos alterados) se observd que ambos grupos
compartian los cromosomas 1, 8, 11 y 16 como los méas alterados con ganancias, y
los cromosomas 1, 6, 11, 13, 14, 16 y 17 como los mas alterados con pérdidas. Sin
embargo, el grupo ER+/PR- también presentaba los cromosomas 5, 6, 17, 19, 20 y 21
como los mas alterados con ganancias, y los cromosomas 3, 5, 8, 9, 21 y 22 como los
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mas alterados con pérdidas, y que no aparecian en el grupo ER+/PR+. Se observo
entonces que todos los cromosomas mas alterados en el grupo ER+/PR+ lo estaban
también en el grupo ER+/PR-, mientras que éste presentaba cromosomas alterados
adicionales.

5.2.3. Analisis de las regiones de alteracion solapadas

A partir de conocer los cromosomas mas alterados definimos los SORIs
recurrentes. Observando que ambos grupos compartian los cromosomas en 1, 8, 11y
16 como los mas alterados con ganancias recurrentes solapadas, y los cromosomas
1, 6, 11, 13, 16 y 17 como los mas alterados con pérdidas recurrentes solapadas.
Sin embargo, el grupo ER+/PR- también presentaba los cromosomas 17 y 20 como
los mas alterados con ganancias solapadas, y los cromosomas 3, 8, 9, 14, 21 y 22
como los mas alterados con pérdidas solapadas (Tablas 14 y 15).

Es de destacar que el cromosoma 14 no presenta una regién recurrente de
pérdida en el grupo ER+/PR+ a pesar de que en este grupo este cromosoma figura
como uno de los mas alterados con pérdidas. En cuanto a los cromosomas 5, 6 y 19
no presentan regiones recurrentes de ganancia en el grupo ER+/PR- aunque en este
grupo estos cromosomas figuran como unos de los mas alterados con ganancias. El
cromosoma 5 tampoco presenta una region de pérdida recurrente en el grupo
ER+/PR- pese a que en este grupo este cromosoma figura como uno de los mas
alterados con pérdidas.

Por lo tanto detectamos que el nimero y la frecuencia de los cromosomas mas
alterados con regiones solapadas eran diferentes para cada uno de los grupos,
indicando la existencia de mecanismos moleculares alternativos para la adquisicion de
las alteraciones cromosémicas diferentemente observadas, que parecen estar

presentes en un numero mayor en el grupo ER+/PR-.

5.2.4. Analisis de regiones ganadas y perdidas con significancia estadistica
entre los grupos ER+/PR+ y ER+/PR-

Después de comparar las regiones de alteracién de ambos grupos, obtuvimos
que las regiones ganadas, 17q23.2-q23.3 y 20q13.12, y las regiones perdidas,
3p21.32-p12.3, 9pter-p13.2, 17pter-p12 y 21tel-q21.1 estaban de forma
significativa y se obtuvieron de forma especifica en el grupo ER+/PR-.

En relacién a estos resultados, Creighton et al. (191) analizaron una base de
datos existente de CGH-array y arrays de expresion (190) donde observaron que los
tumores ER+/PR-, definidos por su perfil de expresion génica, tendian a presentar
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regiones con ganancias en 11q13, 12q14-15 y 17q21-g25 y regiones con pérdidas
en 11g13-q25. Ademas, afnadia que la region 179g21-q25 en particular aparecia de
forma exclusiva en los tumores ER+/PR- definidos por su perfil de expresion génica y
no por su perfil clinico (ensayos de IHQ para el ER y PR).

Por su parte, Letessier et al. (189) en una serie de 547 tumores invasivos de
mama analizados por FISH, asociaron la amplificacion de 20q13, por medio del
estudio del gen ZNF217, con la negatividad de la expresion del PR.

5.2.4.1. Andlisis del SORI perdido 3p21.21-p12.3

La region 3p21.21-p12.3, observada mas frecuentemente perdida en el grupo
ER+/PR-, incluye dos regiones minimas contiguas (3p21.3 y 3p14.2) descritas
previamente como regiones de pérdida y regiones silenciadas por cambios
epigenéticos (ej: hipermetilacién) en cancer de mama y mas frecuentemente en otros
tumores solidos. Estas dos regiones contienen algunos genes candidatos a GSTs,
puesto que su inactivacion parece ser esencial para la transformacién maligna y / o
para establecer una ventaja selectiva asociada a la progresion de la enfermedad (289).

La region 3p21.3 presenta una region critica de delecién de 120 Kb que podria
contener una agrupacién de GSTs. Esta contiene 8 genes, de entre los cuales
RASSF1A, BLU/ZMYND10 y FUS1 parecen ser realmente GSTs (289). La
inactivacion de RASSF1A por factores genéticos y epigenéticos ha sido
frecuentemente observada en tumores mamarios y podria representar el mejor gen
candidato de esta region para este tipo de patologia. Este gen interviene en la
apoptosis celular, el dinamismo microtubular y la progresion mitética a través de
multiples vias de senalizacién (290, 291)

La regién 3p14.2 contiene el gen FHIT (fragile histidine triad). Este gen se
localiza en el genoma humano donde se encuentra el mayor numero de lugares
fragiles, FRA3B. La delecion e hipermetilacién de FHIT se ha observado previamente
en canceres de mama esporadicos, asi como en lesiones preneoplasicas, sugiriendo
qgue estos cambios podrian tener lugar de forma temprana en una fraccion significante
de tumores mamarios. Ademas, la pérdida de FHIT esta asociada a la progresién
tumoral y a la supervivencia total (292, 293).

En nuestro estudio, se observd una mayor frecuencia de la delecion de 3p en el
grupo ER+/PR-. Previamente, Martinez et al. (292) observaron la asociacion entre un
incremento de la pérdida alélica de 3p y el aumento del grado tumoral y la pérdida de
la expresion del ER y PR. Ademas recientemente, Guler et al. (294) observaron una
mayor frecuencia de la pérdida de FHIT en CDls, y describieron una fuerte correlacion
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directamente proporcional de la expresion de FHIT y la expresién del ER y PR
(fenotipo basal).

5.2.4.2. Andlisis del SORI perdido 9pter-p13.3

La regién 9pter-p13.3, observada mas frecuentemente perdida en el grupo
ER+/PR-, incluye el gen CDKN2A que codifica para la proteina P16. Este gen esta
frecuentemente mutado, delecionado o hipermetilado en una amplia variedad de
tumores, como en los mamarios (295) Se le considera un importante GST que
interviene en la progresién del ciclo celular en la transicion G1/S, en la senescencia
celular, la anoikis (induccién de la apoptosis por la pérdida de contacto celular), la
dispersién celular y la angiogénesis (296-298).

En el cancer de mama, la alteracién del estado de P16 tendria lugar de forma
temprana en la progresion tumoral (299).

5.2.4.3. Analisis del SORI perdido 17pter-p12

La regién 17pter-p12, observada mas frecuentemente perdida en el grupo
ER+/PR-, incluye el gen TP53. Este es un conocido GST que interviene en la
detencién temporal o prolongada del ciclo celular, en la detencién permanente y en la
apoptosis. También puede promover la reparacion del ADN danado asi como la
inhibicion de la angiogénesis (300).

En el cancer de mama, la pérdida de las funciones de TP53 por su delecién o
mutaciones puntuales ha sido asociada con caracteristicas bioldgicas del tumor mas
agresivas y con una peor evolucion clinica de la enfermedad. Ademas, su estado
podria determinar qué pacientes se beneficiarian de la adicion de quimioterapia como
complemento a la terapia endocrina (37).

5.2.4.4. Analisis del SORI perdido 21pter-q21.1

La region 21tel-q21.1, observada mas frecuentemente perdida en el grupo
ER+/PR-, incluye el gen BTG3, candidato a GST. Este es un regulador negativo de la
quinasa tirosina SRC y un gen diana de TP53 y ademas, es capaz de inhibir la
actividad del factor de transcripcion E2F1 (301, 302).

Aunque se sabe poco acerca de esta region y de la importancia de este gen en
el desarrollo del cdncer de mama, se ha descrito el posible papel que desempefaria
una copia adicional de BTG3 en la reducida incidencia de cancer de mama en
personas con Sindrome de Down (301, 302).
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5.2.4.5. Andlisis del SORI ganado 20q13

La region 2013, observada mas frecuentemente amplificada en el grupo
ER+/PR-, incluye el gen ZNF217, considerado en este estudio como el gen diana de
esta region.

La activacién de este gen es capaz de inmortalizar células epiteliales mamarias
humanas y su amplificacion ha sido previamente asociada a un mal prondstico,
sugiriendo su posible papel tanto en el desarrollo temprano y tardio de la enfermedad.
ZNF217 puede atenuar sefales apoptéticas generadas por la disfuncidén telomérica,
asi como de las generadas por el dafio celular inducido por agentes
quimioterapéuticos (303), por lo que su amplificacién podria estar relacionada con la
resistencia a cierto tipo de tratamientos tumorales. Ademas, niveles elevados de
ZNF217 promueven la supervivencia celular al menos en parte a través de la
activacién de la via de sefnalizacion PI3K/Akt (304).

La amplificacién de 20q13 es un evento comun en el cancer de mama. En este
estudio se observo una frecuencia de amplificacion de esta region mas elevada en las
muestras ER+/PR- por medio de la CGH-array. Ademas, en los estudios de FISH
llevados a cabo en las muestras incluidas en los TMAs, ZNF217 resulté estar también
ampliamente amplificado en este tipo de tumores comparados con los ER+/PR+, lo
que indicaria la asociacién especifica de esta alteracién para los tumores ER+/PR-.
Nuestros resultados estan en concordancia con los previamente aportados por
Letessier et al. (189) quienes observaron una asociacion entre la amplificacion de
ZNF217y la negatividad del PR.

5.2.4.6. Andlisis del SORI ganado 17q23.2-q23.3

La region 17¢23.2-23.3, observada mas frecuentemente ganada vy
especificamente amplificada en el grupo ER+/PR-, incluye RPS6KB1y MAP3K3 como
nuestros genes diana candidatos para esta region. Recientemente Lambros et al.
(285) observaron que la amplificacion del gen PPM1D -también incluido en esta
region- estaba significativamente asociado con la amplificacién y sobreexpresion de
ERBB2. Para evitar que la amplificacion de HERZ2 en el cromosoma 17 pudiera
enmascarar la importancia de otros genes localizados en la misma regién o cercana a
ella, las muestras de este estudio eran en su mayoria HER2 negativas, por lo que
decidimos no estudiar PPM1D por FISH.

MAP3KS3 codifica para la proteina quinasa mitégeno activadora MEKKS. Esta
proteina regula directamente la proteina quinasa activada por estrés (SAPK) y las
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sefales extracelulares que intervienen en las vias de sefalizacion de la proteina
quinasa (ERK) (305)

La elevada expresion de MEKK3 parece ser un evento frecuente en los
canceres de mama y ovaricos (287). Su sobreexpresion en las células provoca el
incremento de la actividad de NF-kB. Este regula la expresién de muchos genes
esenciales para el crecimiento y diferenciacion celular, como las citoquinas, factores
de crecimiento y sus receptores y moléculas de adhesion (306-309); también regula
positivamente la expresién de genes que participan activamente en el control de la
supervivencia celular, la angiogénesis y la metastasis (307, 310). Ademas, la via de
sefalizacién de MEKKS contribuye a la proliferacion, movilidad e invasién celular por
medio de la expresion de factores celulares de supervivencia (311, 312), y contribuye
a la resistencia a la apoptosis celular asi como a la resistencia a la apoptosis inducida
por citoquinas y agentes quimioterapéuticos como la doxorubicina (287).

RPS6KB1 codifica para P70S6K, una proteina localizada en la parte final de la
via de sefalizacion de la PIBK/Akt/mTOR, que puede ser activada por los receptores
HER, el receptor del factor de crecimiento de la insulina 'y el ER en el cancer de mama
(284). Su activacion provoca un incremento de la sintesis proteica y de la
supervivencia y proliferacion celular (313).

La amplificacion y sobreexpresion de P70S6K ha sido previamente descrita en
un 10-30% de lineas tumorales mamarias y en canceres primarios de mama (314,
315), y se ha asociado a una enfermedad mas agresiva y un peor pronostico de forma
independiente a la amplificacion de HER2 (316).

En nuestro estudio, se observo la amplificacion especifica de esta region en las
muestras ER+/PR- analizadas por CGH-array, y no en las ER+/PR+. Ademas, en los
estudios de FISH llevados a cabo en las muestras incluidas en los TMAs, MAP3K3
RPS6KB1 estaban también altamente amplificados en los tumores ER+/PR-
comparados con los ER+/PR+, lo que podria indicar la asociacion especifica de la
region en la que estan incluidos estos genes (17923.2-923.3), junto con la
amplificacién de la region 20q13, con los tumores ER+/PR-.

En su estudio, Creighton et al. (191) observaron, como ya hemos senalado
anteriormente, que los tumores ER+/PR- (identificados segun su perfil de expresion
génica) tendian a presentar de forma especifica ganancias en la regién 17921-g25, en
la que estaria incluida la regién minima de alteracion (17923.2-923.3) encontrada en
nuestro estudio. Ademas, observaron en cuatro bases de datos de perfiles de
expresion génica (88, 109, 317, 318) que el perfil de expresidon génica que presentan
las vias de sefalizacion de la PIBK/Akt/mTOR estaba significativamente enriquecida
en los tumores ER+/PR- y los tumores ER-PR- (fenotipo basal y de gran agresividad) y
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no en los ER+/PR+. Finalmente, cuando trataron cultivos tumorales mamarios
ER+/PR- con inhibidores de PI3K e inhibidores de mTOR como la rapamicina, entre
otros, la expresién de un significante nimero de genes, que inicialmente estaban
expresados de forma muy elevada en este tipo de tumores, quedaba reprimida.

Tanto MAP3K3 y RPS6KB1 -como también el gen ZNF217- participan en las
vias de senalizacion de la PIBK/Akt/mTOR. Estas vias de sefalizacién regulan varios
procesos celulares, incluyendo la proliferacién, crecimiento, supervivencia y movilidad
y se encuentran comunmente alteradas en cancer (319). Es interesante remarcar que
su activacién provoca la disminucion por factores de crecimiento de la expresion del
PR a nivel del mRNA, y esta regulacion es independiente del ER (144) lo que podria
ser una de las causas por las que, al menos en parte, algunos tumores ER+ serian
PR-. Estos tumores corresponderian a aquellos que presentarian una activacion
andémala de estas vias de sefalizacion provocada por ejemplo por algun tipo de
alteracién a nivel genémico o proteico de alguno de sus componentes, como podrian
ser las amplificaciones de MAP3K3 y RPS6KB1. Ademas, esta sefalizacién -
independiente del ER- andmala, podria estar involucrada en la resistencia a terapias
endocrinas basadas en el bloqueo de las vias de sefalizacion dependientes del ER
como el tamoxifen que bloquea directamente este receptor.
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6. Conclusiones

“...cada momento es unico, no hay instantes vacios.”
“...conocimiento no equivale a sabiduria, la sabiduria consiste en hacerlo.”

(El guerrero pacifico, Dan Millman)
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= La técnica de CGH-array ha permitido conocer que:

El grupo de tumores ER+/PR- presenta un perfil genédmico con un
mayor numero de alteraciones que los tumores ER+/PR+.

Todos los tumores ER+ (PR+ y PR-) muestran un perfil de alteracién
cromosémico que incluye 1q, 8p, 8q, 11q, 16p, 17q y 20q como las
regiones con mas ganancias, y 1p, 6q, 8p, 9p, 11q, 13, 16q, 17p y 22q
como las regiones con mas peérdidas.

Los perfiles de alteracién cromosdémico de los grupos ER+/PR+ y
ER+/PR- comparten los cromosomas 1, 8, 11 y 16 como los mas
alterados con ganancias, y los cromosomas 1, 6, 11, 13, 14, 16 y 17
como los mas alterados con pérdidas. El grupo ER+/PR- presenta
ademas los cromosomas 5, 6, 17, 19, 20 y 21 como los mas alterados
con ganancias, y los cromosomas 3, 5, 8, 9, 21 y 22 como los mas
alterados con pérdidas.

En ambos grupos de tumores los cromosomas 1, 8, 11 y 16 son los mas
alterados con ganancias recurrentes solapadas y los cromosomas 1, 6,
11, 13, 16 y 17 son los mas alterados con pérdidas recurrentes
solapadas. El grupo ER+/PR- presenta ademas los cromosomas 3, 8, 9,
14, 17, 21 y 22 como los mas alterados con pérdidas recurrentes
solapadas, y los cromosomas 17 y 20 como los mas alterados con
ganancias recurrentes solapadas.

Las regiones 3p21.32-p12.3, 9pter-p13.2, 17pter-p12 y 21tel-q21.1 se
han perdido de forma significativa en el grupo de tumores ER+/PR-.
Estas regiones incluyen genes supresores de tumores involucrados en
apoptosis, mitosis, angiogénesis e invasion celular, como RASSF1A,
FHIT, CDKN2A, TP53y BTG3.

Las regiones 17q23.2-q23.3 y 20q13.12 se han ganado de forma
significativa en el grupo de tumores ER+/PR-. Estas regiones incluyen
genes como MAP3K3, RPS6KB1y ZNF217, involucrados en el control de
la divisién y supervivencia celular, angiogénesis, metéstasis e invasion
celular y cuya amplificaciéon contribuye a la resistencia a la apoptosis
celular, apoptosis inducida por citoquinas y agentes quimioterapéuticos,
asi como a una sobreactivacién de las vias de la PI3BK/Akt/mTOR.
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= La FISH con los genes de interés en las muestras de los TMAs muestra que:

Respecto al gen MAP3K3, el numero de casos alterados,
amplificados y polisomicos se encuentra de forma estadisticamente
significativa en el grupo ER+/PR-.

Respecto al gen RPS6KB1, el nimero de casos amplificados se
encuentra de forma estadisticamente significativa en el grupo
ER+/PR-.

Respecto al gen ZNF217, el nimero de casos amplificados se
encuentra de forma estadisticamente significativa en el grupo
ER+/PR-.

Los resultados de la técnica de FISH aplicada a 100 tumores ER+/PR+
y ER+/PR- confirman la especificidad de las amplificaciones de los
genes MAP3K3, RPS6KB1y ZNF217 en los tumores ER+/PR-.

= Las alteraciones descritas en este estudio, especialmente las relacionadas con los
genes MAP3K3, RPS6KB1y ZNF217, presentes en los tumores ER+/PR- podrian
ser, al menos en algunos casos, las causantes de su mayor inestabilidad genética

y agresividad tumoral, pérdida de la expresién del PR, asi como de la resistencia a

terapias endocrinas, tradicionalmente observada en este subtipo de tumores.
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7. RESUMEN Y CONCLUSIONES EN
INGLES

“...a veces los muros que nos separan no nos dejan ver los lazos que nos
unen.”
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7.1. Abstract

Development and progression of all types of breast cancer, and especially the
hormone-dependent ones are widely influenced and determined by estrogen and
progesterone receptors (ER and PR, respectively). Approximately 70% of all breast
cancers are ER+ and more than half of them are also PR+.

It is widely accepted that ER status is a strong predictive factor of good
response to endocrine therapy (ET), but ER positivity is not a guarantee of sensitivity to
the treatment and some tumors fail to respond. Clinical observations indicate that
ER+PR- breast cancers present a poorer response to ET and more aggressive
phenotype than ER+PR+ ones. The aim of this study was to identify genetic differences
between ER+PR+ and ER+PR- subgroups.

An array CGH technique was applied to 25 ER+PR+ breast tumors and 23
ER+PR- ones. Genes of interest were analyzed by Fluorescence in situ hybridization
(FISH) in a validation series composed by 50 ER+PR+ tumors and 50 ER+PR- ones on
TMAs.

As a result, it was observed that ER+PR- breast tumors have a smaller but
different genetic profile. ER+PR- group presented a higher genomic aberrant profile
with chromosomes 17 and 20 as the most differently altered with overlapped gains,
and chromosomes 3, 8, 9, 14, 17, 21 and 22 as the most differently altered with
overlapped losses respect to ER+PR+ group. The overlapped gained regions
17923.2-923.3 and 20q13.12, and the overlapped lost regions 3p21.32-p12.3, 9pter-
p13.2, 17pter-p12 and 21tel-q21.1 were found in a significant way in ER+PR- breast
tumors.

Significant lost regions included genes (RASSF1A, FHIT, CDKN2A, TP53 and
BTG3) with tumor suppressor functions and involved in apoptosis, mitosis,
angiogenesis and cell spreading. Significant gained regions included genes (MAP3KS3,
RPS6KB1 and ZNF217) involved in cell cycle control, angiogenesis, resistance to
apoptosis, metastasis and cellular spread, and activation of PI3BK/Akt/mTOR pathways.
All these alterations could contribute, at least in some cases, to explain the higher
genomic instability, loss of PR expression, more aggressive phenotype and higher
resistance to ETs, traditionally observed in ER+/PR- tumors.
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7.2. Conclusions

The array CGH has allowed us to known that:

ER+/PR- tumors show a genomic profile with a higher number of
alteractions than ER+/PR- ones.

All ER+ tumors (PR+ y PR-) show an altered chromosomical profile that
includes 1q, 8p, 8q, 11q, 16p, 17q and 20q as the regions with more
gains, and 1p, 6q, 8p, 9p, 11q, 13, 16q, 17p and 22q as the regions with
more losses.

The altered chromosomical profiles of ER+/PR+ and ER+/PR- tumors
share chromosomes 1, 8, 11 and 16 as the most altered with gains, and
chromosomes 1, 6, 11, 13, 14, 16 and 17 as the most altered with losses.
ER+/PR- tumors also show chromosomes 5, 6, 17, 19, 20 and 21 as the
most altered with gains and chromosomes 3, 5, 8, 9, 21 and 22 as the
most altered with losses.

In both groups of tumors, chromosomes 1, 8, 11 and 16 are the most
altered with overlapped recurrent gains and chromosomes 1, 6, 11, 13,
16 and 17 are the most altered with overlapped recurrent losses.
ER+/PR- tumors also show chromosomes 3, 8, 9, 14, 17, 21 and 22 as
the most altered with overlapped recurrent losses and chromosomes 17
and 20 as the most altered with overlapped recurrent gains.

Regions 3p21.32-p12.3, 9pter-p13.2, 17pter-p12 and 21tel-q21.1 are
lost in a significant way in ER+/PR- tumors. These regions include
tumor suppressor genes involed in apoptosis, mitosis, angiogenesis and
cellular spread such as RASSF1A, FHIT, CDKN2A, TP53 and BTGS3.
Regions 17923.2-g23.3 and 20q13.12 are gained in a significant way in
ER+/PR- tumors. These regions include genes such as MA3PKS3,
RPS6KB1 y ZNF217, involved in cell cycle control, angiogenesis,
metastasis and cellular spread and whose amplification contributes to the
resistance to cellular apoptosis, cytokine- or drug-induced apoptosis and
an hyperactivation of PI3K/Akt/mTOR signalling.
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Resumen y conclusiones en inglés

FISH of the genes of interest in TMAs samples shows that:

- Relative to the MAP3K3 gene, the number of altered, amplified and
polysomic cases are statistically significant in ER+/PR- tumors.

- Relative to the RPS6KB1 gene, the number of amplified cases are
statistically significant in ER+/PR- tumors.

- Relative to the ZNF217 gene, the number of amplified cases are
statistically significant in ER+/PR- tumors.

- The results of the FISH applied to 100 ER+/PR+ and ER+/PR- tumors
confirm the relation of MAP3K3, RPS6KB1 and ZNF217 amplifications
to ER+/PR- tumors.

The alterations of ER+/PR- tumors described in this investigation, specially those
related to MAP3K3, RPS6KB1 and ZNF217 genes, could be, at least in some
cases the cause of the higher genetic instability and tumoral aggressive, the lost of
PR expression, and the resistance to endocrine therapies traditionally observed in
this subtype of tumors.
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