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Introduccion

A. Introduccion

1. Evolucion de la gldndula mamaria

Los cambios estructurales y morfoldgicos que experimenta la glindula mamaria a lo
largo de la vida se extienden desde el nacimiento hasta el envejecimiento, siendo su

razon bdsica las variaciones en las acciones hormonales sobre la glandula.

Las hormonas responsables del desarrollo mamario y de sus continuas
modificaciones funcionales son los estrégenos, progesterona, prolactina y
somatotropina hipofisaria. El desarrollo normal de este 6érgano depende directamente de
la accidn sinérgica de tres grandes grupos hormonales, estrégenos, somatotropina y las
hormonas adrenales. Por su parte, prolactina y progesterona son esenciales para el

desarrollo funcional y la secrecién lactea.

El efecto de los estrogenos sobre su 6rgano diana estd mediatizado por los
receptores hormonales, siendo de gran trascendencia conocer los niveles de los mismos
en el tejido mamario. Estos niveles varian enormemente en cada mujer, siendo esencial
en sus variaciones el factor paridad y el tiempo que ha transcurrido desde el embarazo

hasta su determinacion.

La glandula mamaria es un érgano reproductor de cardcter dindmico y activo,
cuyos elementos responden ciclicamente. En su evoluciéon se pueden distinguir
diferentes momentos:

1. Desarrollo mamario o etapa mamotréfica
2. Iniciacion de la secrecion lactea o lactogénesis

3. Mantenimiento de la secrecion lactea o galactogénesis

B

Eyeccidn lactea
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1.1 Yases del desarrollo embrionario de la glandula mamaria

El desarrollo de la glandula mamaria es el resultado de la participaciéon de numerosos
factores, entre los que destacan los determinantes genéticos, los elementos dietarios o

nutricionales, los factores hormonales y las influencias del sistema nervioso.

La gliandula mamaria deriva embriolégicamente del ectodermo. El primordio
mamario aparece hacia la cuarta semana de vida intrauterina de un embrién de 8 mm.
En la sexta semana, varios engrosamientos mamarios, aproximadamente 8, se sitdan a
ambos lados de la linea media extendiéndose desde la regién axilar hasta la linea
inguinal. Son los primordios mamarios. Al quinto mes de vida fetal, solo el primordio
tordcico, el cuarto, permanece mientras que el resto sufre una involucion
desapareciendo posteriormente. En la superficie profunda de la cresta mamaria se
originan de 15 a 25 crecimientos epiteliales que se colocan a su alrededor ramificindose

y formando los més primitivos conductos lactiferos.

1.2 Desarrollo y anatomia normal de la glandula mamaria

La mama adulta normal se compone de una mezcla de elementos de caricter epitelial y
otros elementos que forman el estroma. Por una parte, los elementos considerados
epiteliales constituyen una serie de conductos de aspecto arbéreo denominados ductos
que conectan entre si las unidades estructurales y funcionales de la mama, es decir,

conectan los lobulillos con el pezon.

Por otra, parte el estroma se compone de cantidades variables de tejido adiposo y
de tejido conectivo, y comporta la mayor parte del volumen mamario en la etapa de no

lactancia.

Las fases del desarrollo de la glandula mamaria son las siguientes:

1. En el momento del nacimiento la fraccion epitelial de la mama se
compone de unas escasas y rudimentarias estructuras ductales poco

ramificadas.
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Durante la etapa previa a la pubertad, se produce un crecimiento lento
pero progresivo de estas ramificaciones. En el varén el desarrollo

mamario se detiene en esta etapa.

En la pubertad, se produce un desarrollo de la ramificaciéon y el
crecimiento de los elementos ductales y tiene lugar simultdneamente un

aumento del estroma.

En la etapa posterior a la pubertad las estructuras ductales terminales dan
lugar a unos siculos denominados acinos, mientras que el volumen

mamario sigue aumentando debido al incremento del estroma.

Durante el embarazo, a partir de cada uno de los acinos, se desarrollan
multitud de glandulas secretoras. Al finalizar el embarazo la fraccion
glandular se ha incrementando, hasta el punto de que el componente
mayoritario de la mama sea ahora el epitelial, mientras que el estroma ha
quedado relegado a un segundo término. Este cambio persiste durante la

etapa de lactancia.

En la etapa posterior al amamantamiento se produce una atrofia de la
glandula mamaria con la consiguiente disminucién de su tamafio. El
estroma incrementa su presencia y la fraccion epitelial no revierte por
completo, sino que el componente glandular sigue predominando, si lo

comparamos con la mama previa al embarazo.

Después de la menopausia se produce la atrofia de la fraccién glandular y
una disminucién del nimero de lobulillos, llegando éstos a desaparecer
por completo en algunas dreas de la mama. También disminuye el tejido
conectivo fibroso, que forma parte del estroma mientras que la fraccion

adiposa se incrementa.
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1.3 Estructura anatomica y funcional de la glindula mamaria

La glandula mamaria ocupa el tercio medio de cada hemipared anterior del térax. La
forma, dimensién y tamafio glandular varia enormemente en cada mujer, edad y raza.
Estd constituida, fundamentalmente, por tejido conectivo-epitelial que se comporta
esencialmente como un receptor hormonal. Asi, es exquisitamente sensible a las
variaciones de los niveles hormonales circulantes en el organismo femenino, no esta
solamente supeditada a los esteroides mas importantes, fundamentalmente estrégenos y
progesterona, sino que responde a muchas otras sustancias tales como factores locales

de crecimiento y hormonas andrégenas.

Empleando animales de experimentacién se ha demostrado que los estrégenos
son responsables de la proliferacion de los ductos lactiferos, con crecimiento de los
tubulos y estimulacidon de los alvéolos. Sin embargo, a grandes dosis, esta hormona
produce dilatacién tubular, formacion quistica y marcada hiperplasia epitelial. La
inyeccion de estrégenos aumenta la concentracion de muco polisacaridos acidos en el
tejido conectivo, particularmente de 4cido hialurénico. Esta sustancia juega un
importante papel en la constitucién de las distrofias mamarias y, ademads, produce

alteraciones de la permeabilidad capilar del tejido mamario.

Los elementos internos que constituyen la glandula mamaria son esencialmente
tejido conectivo, aparentemente de soporte pero biolégicamente activo, tejido glandular

epitelial, la estructura mas dinamica del érgano y tejido graso.

El cuerpo glandular estd rodeado por una capsula de tejido conectivo, llamado
ligamento suspensor de Cooper, que rodea la parte anterior. Este ligamento se sitia
entre la fascia superficial que separa la glandula mamaria del tejido subcutdneo y el
tejido glandular. Dependencias fibrosas del mismo ligamento de Cooper se orientan de

forma perpendicular a la piel formando las crestas mamarias de Duret.

10
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El tejido adiposo es abundante y forma dos estratos. Una capa anterior,
preglandular, interrumpida en la zona retroalveolar por el paso de los conductos y una

capa de grasa posterior mas fina.

La superficie posterior es plana, la anterior convexa-cOnica e irregular donde
emerge el pezon centralmente. Los ductos mamarios se ramifican hasta terminar en los
acinos secretores. A cada conducto lactifero principal corresponde un 16bulo mamario
que a su vez se subdivide en lobulillos. La estructura bdsica se compone de 15-25
lobulillos rodeados de tejido graso y conectivo. Por su parte posterior la glandula
mamaria descansa sobre la fascia superficial. La bolsa retromamaria de Chassaignac, de
tejido graso, es el estrato celular situado entre la fascia superficial y el pectoral mamario

y serrato anterior.

La glandula mamaria propiamente dicha corresponde a la estructura de acinos y
conductos, elementos secretores y excretores. La unidad histolégica es el conducto
galactéforo epitelial o el ducto terminal del 16bulo. Esta formado por una capa epitelial
simple cilindrico-ciibica formada por las células ductales galactoféricas situadas en la
luz interna y que descansan sobre una membrana basal. De su constitucién también

forma parte la capa externa de las células mioepiteliales.

Este sistema canicular estd rodeado de tejido conectivo en el que puede
diferenciarse el tejido intersticial y el tejido conjuntivo interlobulillar o especifico que

responde a los mensajes hormonales.

11
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En la siguiente Figura se ilustra la estructura interna de la gldndula mamaria.

FIGURA 1. Estructura anatémica de la glandula mamaria

La glandula mamaria
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Esta ilustracién muestra un corte anatémico transversal, lateral y frontal de la glandula
mamaria femenina.

12



Introduccion

Por otra parte, la irrigacién arterial de la glandula es compleja y se distribuye de la

siguiente forma:
1. Arteria mamaria interna, es el aporte arterial mas importante
2. Arterias intercostales
3. Arteria axilar
El drenaje venoso de la glindula es paralelo a la red arterial. Es importante
conocer su distribucion por ser la via mas frecuente de metastasis.
I. Red subcutdnea superficial.
II. Red profunda:
1. ramos venosos perforantes
2. venas tributarias de la vena axilar

3. venas intercostales

El drenaje linfatico forma en este caso dos planos:

1. Plano profundo o plexo aponeurdtico o linfiticos principales del
parénquima mamario. Drena la zona lateral mamaria de los musculos
pectorales y ganglio interpectoral de Rotter para dirigirse a continuacion a

la axila.

En la axila existen de 10 a 30 nédulos linfaticos distribuidos en 5 grupos:

- lateral o de la vena axilar

- pectoral o grupo lateral tordcico
- subescapular

- central

- subclavicular o apical
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Existe un drenaje inferior o submamario que llega a los ganglios infraclaviculares
y linfaticos de la mama opuesta. Al confluir estos conductos linfaticos llegan a
determinar un reticulo periférico a los lobulillo de los que nacen troncos linfaticos que

van a drenar los colectores principales de la glandula que son los siguientes:

1.1.  Sistema axilar: es el principal colector linfatico de la glandula. Los
trayectos linfaticos, en forma de troncos, se dirigen a la axila recorriendo la mama
en direccién a su prolongacién axilar, alli rodean el pectoral mayor y desembocan

en los grupos ganglionares de la axila.

1.2. Cadena mamaria interna: drena los cuadrantes internos de la glandula,
pero no de manera exclusiva. Los troncos linfiticos penetran a través de la
aponeurosis pectoral y miusculo pectoral mayor y hacia la linea media hasta
alcanzar los espacios intercostales y, posteriormente, los ganglios mamarios
internos. Estos ultimos ganglios se extienden desde el quinto espacio intercostal

hasta la confluente yugulo-subclavio hacia arriba.

1.3.  Vias accesorias:

e via interpectoral

e drenaje contralateral: puede hacerse evidente en caso de neoplasias

avanzadas
e drenaje supraclavicular directo
e drenaje linfatico hacia los ganglios intercostales posteriores
2. Plexo areolar. Recoge el drenaje linfatico procedente de la parte central

de la glandula, piel, pezon y areola. Drena a los ganglios axilares

inferiores, hacia fuera y a los nddulos paraesternales hacia dentro.
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2. Patologia de la gldndula mamaria

Mais del 95% de las neoplasias mamarias derivan de los componentes epiteliales de la
mama. Se consideran carcinomas y se denominan, especificamente, adenocarcinomas.
Sin embargo, dentro de este término se engloban diversos tipos de lesiones que poseen

diferentes aspectos microscépicos y comportamientos (Rosen et al., 1979).

Siguiendo estos criterios los carcinomas mamarios pueden subdividirse en dos

grandes grupos:

o El cancer de mama no invasivo (in situ). Cuando las células tumorales
permanecen confinadas en la estructura ductal, en el 16bulo o no presenta una
imagen microscépica que induzca a pensar en una invasion del estroma. Este

tipo de lesiones se subdividen, a su vez, en:
- carcinoma ductal in situ o carcinoma intraductal
- carcinoma lobular in situ

Ambos tipos de lesiones difieren en sus caracteristicas clinicas, morfologia y en
su comportamiento bioldgico. Por ejemplo, mientras la apariencia microscépica
del carcinoma lobular es estereotipica, el aspecto histologico de las lesiones de
tipo ductal es muy heterogéneo. Esta heterogeneidad no se debe solamente a la
morfologia, sino también respecto a los marcadores biol6gicos presentes en los

carcinomas ductales in situ.

o El cincer de mama invasivo. Este también comprende un amplio nimero de
lesiones muy heterogéneas entre las que cabe destacar, por ser la mas frecuente,
el carcinoma ductal infiltrante. Se trata, con frecuencia, de tumores sélidos, de
color grisdceo, constituyendo masas areniscas que invaden el tejido circundante.
Desde el punto de vista microscépico, y basandose en una serie de
caracteristicas morfo-citoldgicas, los carcinomas ductales infiltrantes se dividen

en tres CﬁthOI‘fﬂS:
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- bien diferenciado o grado I
- moderadamente diferenciado o grado II

- poco diferenciado o grado III

El significado prondstico de esta gradaciéon estd ampliamente
documentado por diversos estudios clinicos. Aproximadamente un 20% de los

carcinomas mamarios invasivos se consideran de caracteristicas especiales.

Por otra parte, los carcinomas lobulares de tipo infiltrante son menos
frecuentes que los de tipo ductal. Estos tumores se presentan con frecuencia de
forma bilateral y son a menudo multicéntricos. Mientras algunos autores
postulan que el prondstico de ambos tipos de lesiones invasivas es similar, otros
especulan que los casos de carcinoma lobular infiltrante poseen un prondstico

mas favorable (Rosen et al., 1979).

Otras variantes de carcinoma de mama invasivo, entre las que se ubican
el mucinoso (coloidal), el tubular y, por dltimo, el papilar poseen mejor
pronéstico que los carcinomas ductales infiltrantes. Los carcinomas medulares
son prondsticamente mas favorables que los carcinomas ductales infiltrantes con
escasa diferenciacién (grado III). Las variantes mds inusuales de cancer de
mama invasivo son los carcinomas metapldsticos y los carcinomas quisticos

adenoides.

Existen algunas caracteristicas histoldgicas del cancer de mama que han sido
relacionadas con un peor prondstico. Entre éstas destacan el grado histolégico y la

afectacion ganglionar.
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En la siguiente Figura se representan algunas imdgenes mamogrificas de

alteraciones benignas y patolédgicas de la glandula mamaria.

FIGURA 2. Imégenes mamogréaficas de alteraciones de la glandula mamaria

Fibroadenoma de mama
calcificado

Cancer de mama

Ejemplos de estudios mamograficos de la glindula mamaria

2.1. Etiopatologia del cdncer de mama

El céncer se caracteriza por el desarrollo de procesos tumorales malignos y se ha
convertido en una de las causas mds frecuentes de mortalidad. Posee una perspectiva
global de curacién del 50% que depende de multiples factores. En la dltima década la
incidencia del cancer ha crecido hasta convertirse en la segunda causa de mortalidad

después de las enfermedades coronarias (Parkin et al., 1984).
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El cédncer de mama es el tumor maligno mas frecuente en la mujer y supone en si
mismo el 20% de todos los canceres de la mujer, tiene ademds una alta prevalecia ya
que se estima que en Espafia se detectan unos 16.000 nuevos casos al afio, siendo asi la

causa de muerte mas frecuente en mujeres de entre 25 a 45 afios (Wingo et al., 1995).

Tradicionalmente el desarrollo del céncer se ha asociado a la exposicién a
agentes quimicos o viricos. Sin embargo, también los factores de crecimiento o las
hormonas, ya sean estas endégenas o exdgenas, actian promoviendo la divisién celular
lo que incrementa la posibilidad de que aparezcan mutaciones debidas al azar. Este es el
caso de algunos tipos de cancer de mama, del cdncer de tiroides, ovario, prdstata,

endometrio, testiculo y algiin sarcoma dseo (Bitnner et al., 1947; Rosen et al., 1979)

En general, la aparicion de un fenotipo maligno depende de una serie de
mutaciones somadticas que tienen lugar durante la divisién celular. En el caso del cancer
de mama existen multitud de genes susceptibles de sufrir estas alteraciones. Entre éstos
se identifican los genes que participan en la regulaciéon endocrina, aquellos implicados
en la reparacién del DNA, genes supresores de tumores y, por ultimo, los oncogenes.
Existen, ademas, factores de riesgo y, en contraposicion, factores preventivos que deben

ser tenidos en cuenta en la valoracion del cincer de mama (Spencer y Henderson, 2001)

2.1.1. Njveles de estrogenos

Son muchos los estudios llevados a cabo que han permitido correlacionar los elevados
niveles de estrégenos en sangre con el desarrollo de cancer de mama. Esta correlacion
se encuentra, ademads, asociada con la edad de manera que el riesgo de padecer cancer
de mama se incrementa con la edad. A mayor edad el epitelio mamario ha estado
expuesto durante mds tiempo a las hormonas. Estos niveles hormonales caen
radicalmente tras la menopausia pero, aun asi, se ha comprobado que aquellas mujeres
que padecen cancer de mama después de la menopausia poseen unos niveles de
estrogenos superiores a los de la media de su edad (Henderson et al., 1982,1988; Key et

al., 1988).
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2.1.2. ‘Edad de la menarquia

Los estudios llevados a cabo en adolescentes han demostrado que el riesgo de padecer
cédncer de mama decrece en un 20% por cada uno de los afos en que se retrasa la
menarquia. Esta es m4s tardfa si se practica deporte y es mas temprana en las sociedades
occidentales que en las orientales (Ferguson et al., 1981; Frisch et al., 1981; Kaprio et

al., 1995).

2.1.3. Menopausia

Una menarquia temprana asociada a una menopausia tardia incrementa el nimero de
ciclos ovulatorios y por lo tanto el tiempo en el que la mujer estd expuesta a elevados
niveles de estrogenos. Siguiendo este criterio, las mujeres cuya menopausia tiene lugar a
una edad inferior a 45 afios poseen un 50% menos de riesgo de padecer cancer de mama
que aquellas cuya menopausia tiene lugar después de los 55 afos (Trichopoulos et al.,

1972).

2.1.4. El peso

Este es un factor cuyo efecto varia en funcion del estado menopausico de la mujer. En
este sentido, en la mujer postmenopdusica un incremento de 10 kilos sobre su peso
6ptimo, calculado en funcion de su edad, estatura y constitucion fisica, incrementa en un
80% el riesgo de padecer cincer de mama. Se estima que ello se debe a las
transformaciones quimicas que sufren los lipidos endégenos, dando lugar a un aumento
de los niveles de estrégenos circulantes. En cambio, en las mujeres premenopausicas el
efecto del sobrepeso es mas contradictorio. En ocasiones se ha llegado a considerar este
factor como beneficioso. Asi, el sobrepeso se asocia con frecuencia a ciclos
anaovulatorios, por lo que los niveles de estrégenos son menores a los correspondientes
a su media de edad, con lo que se reduce la posibilidad de desarrollar cancer de mama

(Willett et al., 1985).
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2.1.5. Actividad fisica

En general, los estudios realizados indican que el ejercicio fisico reduce el riesgo de
padecer cancer de mama, sobre todo en adolescentes y en la mujer postmenopausica.
Sin embargo, es este un factor dificil de tener en cuenta, ya que el tipo de actividad
fisica y el grado de desarrollo de la misma son aspectos que alteran la respuesta. Por
otra parte, en el grupo de edad intermedia no se ha podido encontrar ningtin beneficio en
el desarrollo de alguna actividad fisica con el fin de reducir el riesgo de padecer cancer

de mama (Bullen et al., 1985).

2.1.6. Lactancia

Una lactancia més duradera acarrea un menor riesgo de padecer cancer de mama debido
a que ésta es una etapa anaovulatoria en la que los niveles de estrogenos son reducidos y

por lo tanto el desarrollo tumoral no estd favorecido (Romieu et al.,1996).

2.1.7. Embarazo

También la edad del primer embarazo, asi como el tiempo que transcurre entre
embarazos altera la susceptibilidad de padecer cancer de mama. En este sentido, se ha
observado que las madres primerizas a una edad inferior a 20 afios tienen la mitad de
riesgo de padecer una patologia mamaria que las primerizas a edades mas tardias. El
riesgo es ain mayor en las primiparas mayores de 30 afios. Las probabilidades de
padecer cancer de mama se triplican en las mujeres cuyos embarazos son muy
sucesivos, al igual que ocurre con las mujeres que sufren sucesivos abortos durante el
primer trimestre de gestacion, debido a las frecuentes oscilaciones hormonales (Wingo

et al., 1997).

2.1.8. ‘Terapias hormonales sustitutivas

Estos tratamientos, aplicados con el fin de reducir los efectos de la menopausia, han
demostrado poseer efectos secundarios que incrementan el riesgo de padecer cancer de

mama. Los tratamientos hormonales suministrados hasta ahora trataban de restablecer
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los niveles de estrégenos. Debido a ello, el riesgo de padecer cdncer de mama se
incrementaba 2,5 veces por cada uno de los afios en que se habia seguido este
tratamiento. En la actualidad se emplean tratamientos hormonales combinados, de
manera que se ha logrado disminuir el riesgo ocasionado por los estrogenos (Laya et al.,

1996).

2.1.9. Uso de anticonceptivos orales

Los macroestudios llevados a cabo sobre este tipo de anticonceptivos no han
demostrado que exista una correlacion entre el desarrollo de una patologia mamaria y la
edad en la cual se inicia la toma de anticonceptivos. Tampoco existe relacién con el

tiempo durante el que se toman éstos (Feigelson et al., 1999).

2.1.10. Historia familiar y predisposicion hereditaria

Una historia familiar en la que exista un caso de cidncer de mama incrementa el riesgo
de padecer la enfermedad. Este es atin mayor en el caso de que esta pariente sea de
primer grado, haya sufrido la enfermedad muy joven, ademds de haberla padecido de

forma bilateral (Feigelson et al., 1996).

En muy pocas ocasiones este tipo de cdnceres hereditarios estd ocasionado por
una Unica mutacién génica. Sin embargo, las mutaciones germinales de los genes
BRCAI y BRCA2, junto con las de p53 y las del gen ATM, han demostrado ser
frecuentes en este tipo de patologia. El cdncer hereditario representa el 10% de los
canceres de mama y se ha especulado que es la combinacién de factores genéticos y
ambientales la que altera la penetrancia y expresion de este tipo de genes, que se

estudian con més detalle con posterioridad (Easton et al., 1993).

2.1.11.Dieta

Los muiltiples estudios llevados a cabo sobre este aspecto han demostrado la existencia
de una relacion entre la alimentacién y el desarrollo del cancer. En el caso del cancer de

mama se ha observado que existe una correlacion positiva entre la ingesta de grasas y la
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predisposicion a padecer la enfermedad. También se correlaciona con el consumo de
alcohol, ya que éste incrementa los niveles plasméticos de estrégenos. Por el contrario,
el consumo de fibra resulta beneficioso al reducir la reabsorcién de los estrégenos
liberados por la vesicula biliar. En la actualidad, se estdn valorando los beneficios del
consumo de soja, y mds concretamente de los fitoestrégenos que contiene, se especula
que actdan como antagonistas de los estrégenos endégenos (Armstrong et al., 1975;

Heber et al., 1991).

2.1.12. Pesticidas xenobidticos

En contraposicién a lo que ocurre con los fitoestrégenos, los xenobidticos, o estrégenos
ambientales (pesticidas), se consideran agonistas de los estrégenos enddgenos, por lo

que incrementan el riesgo de padecer patologias mamarias (Ramamoorthy et al., 1997).

3. Patologia molecular del cdncer de mama

Al estudiar la patologia molecular del cdncer de mama hay que diferenciar claramente
dos tipos de causas. Asi, podemos distinguir entre el cdncer de mama en cuyo origen
subyace una predisposicion genética y aquellos que se desarrollan de forma esporddica

(Hibshoosh y Lattes , 1997).

3.1. Cdncer de mama hereditario

El cincer de mama hereditario representa aproximadamente un 10% del total de las
patologias de mama. Este engloba el sindrome de cdncer de mama y ovario, el sindrome
de Li-Fraumeni, el sindrome de Cowden y la ataxia telangiactasia (AT) (Dillon et al,.

1998).

Los genes mds cominmente asociados a este tipo de sindromes son las
alteraciones de BRCAI y BRCA2, las mutaciones germinales de p53, las del gen ATM y

PTEN ademas de multiples polimorfismos.
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3.1.1. BRCAL

Se trata de un gen mapeado en el cromosoma 17 (17g21). Estd compuesto por 24
exones que codifican para una proteina de 1863 aminoacidos. El hecho de que el
dominio N-terminal de la proteina posea una estructura en dedos de zinc hace suponer
que es un factor transcripcional. Por el contrario, el dominio C-terminal de la proteina
contiene, por una parte, una region con carga negativa que participa en la regulacién de
la expresion génica y otra regién de unién a Rad51, una proteina de reparacién del

DNA.

En estado nativo BRCAT1 es una proteina nuclear cuya expresion es frecuente en
tejidos con respuesta hormonal como es el caso de ovario, timo, testiculo y mama. La
proteina  BRCA1 inhibe la progresion del ciclo celular inhibiendo la quinasa

lwafl

dependiente de ciclinas p2 e interaccionando con BRCA2, c-Myc, y-tubulina y la

RNA helicasa A.

Se han descrito mds de 500 mutaciones diferentes del gen BRCAI que en un
80% de los casos suponen la aparicion de un codén de parada, lo que da lugar a una

proteina de menor tamafio, no funcional (Claus et al., 1991).

3.1.2. BRCA2

Este gen estd localizado en el cromosoma 13 (13q12-q13). Su secuencia fue conocida
por completo en 1996 y se trata de un gen de 70kb, compuesto de 27 exones, que
codifica una proteina de 3418 aminodcidos. Esta proteina nuclear se une a Rad51 junto
con BRCA1 y una acetiltransferasa de histonas, capaz de relajar la cromatina,
facilitando la transcripcién. De estas observaciones se deduce que ambos genes
participan en fendmenos de reparacién de los posibles errores presentes en el DNA de
doble cadena. La expresion del gen BRCA2 es muy elevada en la mama y el timo,

siendo ésta menor en el ovario, pulmén y bazo.
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En el caso de BRCA2 también se han encontrado multitud de mutaciones y el
90% de éstas dan lugar a una proteina de menor peso molecular, al igual que ocurria con
BRCAI. Las mutaciones de BRCA2 se encuentran con frecuencia asociadas con
mutaciones somaticas de p53, mientras que no suelen coexistir con la sobreexpresion de
la proteina HER-2. Algunas mutaciones de estos genes se asocian a determinados

grupos étnicos como es el caso de los judios ashkenazi (Phillips et al., 1999).

3.1.3. p53

Aproximadamente el 50% de las mutaciones germinales de p53 se asocian con el
sindrome de Li-Fraumeni. Se trata de un extrafio tipo de alteraciéon de caricter
autosémico dominante caracterizada por el desarrollo de multitud de masas tumorales a
muy temprana edad. Estas suelen ubicarse en hueso, mama y cerebro, ademds de dar
lugar a leucemias y carcinomas adrenocorticales. Sin embargo, menos del 1% de los

tumores de mama presentan mutaciones germinales de p53 (Borresen et al., 1992).

3.14. ATM

En el gen ATM, localizado en 11q22-23, se han encontrado mds de 300 mutaciones
distribuidas a lo largo de sus 150 kb y 66 exones. Aproximadamente el 85% de éstas
dan lugar a una proteina truncada y defectiva. La proteina ATM es un miembro de la
familia de la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3-K). Su funcién es detectar los dafios
existentes en el DNA y activar los mecanismos de control del ciclo celular (Gatti et al.,

1999).

La ataxia telangiactasia es el cldsico sindrome, hereditario, asociado a la
mutacion de ATM. Se trata de un sindrome de cardcter autosémico recesivo en el que los
heterocigotos para ATM manifiestan neurodegeneracién, inmunodeficiencias,
sensibilidad a la radiacién ionizante, alteraciones de la regulacién del ciclo celular y
predisposicion a determinados tipos de cdncer. Esta predisposiciéon da lugar al

desarrollo de linfomas primarios, leucemias y en menor medida a la apariciéon de
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tumores sélidos. En mama, las tipicas alteraciones de ATM encontradas son mutaciones

“misssense” y aquellas que originan una proteina truncada.

3.1.5. PTEN

PTEN/MMMACI/TEPI es un gen supresor de tumores localizado en el cromosoma 10
(10g23.3). Este gen codifica para una proteina con actividad fosfatasa que actda tanto
sobre el propio fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP;) como sobre sus sustratos
proteicos. Las mutaciones identificadas en este gen pueden ser homocigéticas o
heterocigdticas, siendo éstas dltimas frecuentes en pacientes con cancer de mama

bilateral.

Las alteraciones germinales del gen dan lugar al sindrome de Cowden, de
cardcter autosémico dominante, al que se asocian multitud de cdnceres como los de
mama, tiroides y cerebro, ademas de otras lesiones benignas. Este sindrome también

lleva implicito una alteracion del desarrollo denominado sindrome Bannayan-Zonana.

Entre un 30-50% de las mujeres que poseen la mutacion en la linea germinal
desarrollan cdncer de mama. Estas alteraciones no se correlacionan con el cdncer de
mama esporadico ni tampoco se presentan en tumores de mama de tipo familiar
generados por otras mutaciones germinales como son las de BRCAI, BRCA2, p53 o

ATM (Chen et al., 1998; Dunning et al., 1999).

3.1.6. Polimorfismos génicos

Se define polimorfismo como la presencia de multiples alelos de un gen en una
poblacién. Asi, existen lo que se denominan marcadores polimdrficos que se transmiten
a la siguiente generacidon y que se utilizan para caracterizar el riesgo que posee un
individuo de sufrir una enfermedad. En el caso del cdncer de mama se ha encontrado
una correlacidn positiva entre el desarrollo del mismo y ciertos polimorfismos como

pueden ser los del gen CYPI9(TTA)n, los del gen GSTPI 1lel05Val y los de p53
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Arg72Pro. Los polimorfismos de GSTMI se correlacionan con el cdncer de mama

postmenopdausico (Dunning et al., 1999).

3.2. Cdncer de mama esporddico

Se han identificado multitud de loci potencialmente implicados en el cidncer de mama
esporadico de los que, en muchas ocasiones, no se conoce con exactitud la funcién del

gen en el que se encuentran estas mutaciones.

Se incluyen entre éstos la delecién de 3p (FHIT, 34-45% de los casos),
deleciones de 10q (PTEN), deleciones de 13q (BRCA2 y Rb, 35-75% de los casos),
amplificaciones de 8q (c-myc, 15%), amplificaciones de 11q (CCNDI, 15-20%),
deleciones 16q (CDHI, 57-85%); deleciones de 17p (p53, 41-73%), y la deleccién de
17q (BRCAI) y sus amplificaciones (HER-2/neu, 30-70%) (Ingvarsson et al., 1999).

También se ha establecido una correlacién entre la presencia de determinadas
alteraciones génicas y el grado histolégico del cancer. Siguiendo este criterio podemos
encontrar lesiones no neopldsicas y que, sin embargo, tienen pérdida de heterocigosidad
(LOH) en algunos loci (3p22, 11pl5, 17p13). En las hiperplasias epiteliales nos
encontramos con pérdidas de heterocigosidad (LOH de 16q, 17p y 17q) que también se
encuentran en el caso de las hiperplasias atipicas (AH) (LOH de 11ql3, 16q, 17p, y

179).

Por otra parte, los carcinomas in situ se asocian con alteraciones de p53, del gen
Rby HER-2/neu, y pérdidas de heterocigosidad (LOH en 11q13 y en 16q). El desarrollo
del carcinoma invasivo se asocia con multiples alteraciones, tales como las del gen c-
myc, las ciclinas D1 y E, la de p27, ademds de la alteracién de la actividad telomerasa.
Por ultimo, se ha demostrado que los carcinomas metastasicos se encuentran asociados
con alteraciones de nm23, el gen maspin, a las de la E-caderina y de MMp/TIMPs

(Dillon et al,. 1998).
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3.3. Regulacion del ciclo celular y cancer de mama

La progresion normal del ciclo celular se encuentra altamente regulada por multitud de
elementos coordinados entre si. Por ejemplo, el balance entre los niveles de ciclinas,
quinasas dependientes de ciclinas (cdks) y quinasas activadoras de cdk, se encuentra
estrechamente regulado. Lo mismo ocurre con los procesos que, a su vez, regulan su
activacion, por fosforilacion, asi como su inhibicién, mediada por INK4 (p15, p16, p18,
y pl9) y por las proteinas KIP/CIP (p21, p27, y p57). Por tltimo, el control
transcripcional ejercido por pRb, p53 y otras proteinas asegura que la progresion del
ciclo celular transcurra sin errores y que tenga lugar Gnicamente en presencia de los

estimulos fisioldgicos necesarios.

En presencia de algin estimulo que promueva el crecimiento, la ciclina DI
forma un complejo con las quinasas dependientes de ciclinas, cdk4 6 cdk6. Una vez
formado, este complejo es capaz de fosforilar la proteina del retinoblastoma (pRB). Este
proceso libera el factor transcripcional E2F que permanecia inactivo unido a pRB. E2F
promueve la transcripcion de la ciclina E, lo que se traduce en la progresién del ciclo

celular de la fase Gy a la fase S.

Sin embargo, se han descrito un gran nimero de alteraciones que desestabilizan
esta estricta regulacion y que acaban dando lugar al desarrollo de neoplasias. Asi, se han
identificado amplificaciones del gen regulador de la ciclina D1, CCNDI, en
aproximadamente el 15-20% de los casos de cancer de mama. También se ha observado
sobreexpresion de la ciclina D1 en el 40% de los casos de cancer de mama (hasta en un
70% en los carcinomas ductales no invasivos) que coincide, con frecuencia, con la

sobreexpresion de la proteina HER-2 (Wang et al., 1994).

La sobreexpresion de la ciclina D1 se correlaciona con la presencia de receptores
de estrogenos (RE), lo que se asocia a buen prondstico y optima respuesta a

tratamientos con tamoxifeno. Por el contrario, la sobreexpresion de la ciclina E es una
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alteracion poco frecuente y los tumores que la presentan carecen de expresion de

receptores de estrogenos y no responden a quimioterapia.

En cuanto a la expresion de la proteina p27, ésta es regulada negativamente en
presencia de estimulos mitégenos. La proteina p27 es miembro de la familia cip/kip,
inhibidores de cdks. Sus niveles permanecen elevados en células que no se dividen y su
sobreexpresion se traduce en la parada del ciclo celular en la fase G1. Sin embargo, en
el 56% de los casos de cancer de mama su expresion estd disminuida, por lo que el

normal funcionamiento del ciclo celular esta alterado (Catzavelos et al., 1997.

Otra proteina, imprescindible en la normal regulacién del ciclo celular, es la
fosfoproteina de 53 kDa p53. Esta se expresa y activa en respuesta a dafios en el DNA,
mecanismo que pretende prevenir la acumulacién de células con dafios en su material
genético. Se ha demostrado que p53 media en la respuesta de las células cancerigenas a
los tratamientos de quimioterapia y radioterapia. En células de cancer de mama las
mutaciones del gen que codifica para p53 ocurren con frecuencia (30-40%) (Falette et

al., 1998).

En general, se trata de mutaciones que dan lugar a una proteina defectiva que se
acumula en las células. El 80% de estas mutaciones tienen lugar entre los exones 5 y 8,

con mayor frecuencia en los codones 175, 248, y 273.

Las mutaciones de p53 se asocian con tumores de alto grado, més concretamente
con carcinomas in situ, que ofrecen resistencia a quimioterapia y radioterapia, dan lugar
a recaidas tempranas y al desarrollo de metastasis ganglionares. Se estima asi que, en
pacientes en los que no existe afectacion ganglionar, la supervivencia esperada es de un
56% en ausencia de mutacién de p53, mientras que ésta se reduce a un 28% si existe
mutacion. Cuando existe afectacién ganglionar la supervivencia se estima en un 33%

con la mutacién de p53 y de 71% en su ausencia (Blaszyk et al., 2000).
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3.4. Factores de crecimiento y cdncer de mama

Tanto el desarrollo normal de la mama como el crecimiento de las células cancerosas
mamarias recibe una clara influencia hormonal. Distintos estudios han demostrado que
este tipo de tejido posee una serie de moléculas de membrana, cominmente
denominadas receptores de membrana, que se caracterizan por ser los sitios de unién de
distintos factores de crecimiento. Este es el caso de la familia de receptores HER

(Yarden, Y., 2001).

3.4.1. Receptores de membrana con actividad tirosina quinasa: la familia HER,

La evolucién de la via de sefializacién mediada por los miembros de la familia HER se
ha producido en paralelo a la evolucion de las formas de vida compleja. Se han
localizado, asi, receptores de semejantes caracteristicas a HER en formas de vida
sencilla. Se han encontrado, ademds, formas ancestrales de la molécula con actividad
tirosina quinasa en invertebrados. Este es el caso del gusano Caenorhabditis elegans,
que posee un Unico receptor, semejante a HER, capaz de unir un tnico tipo de ligando

(Aroian et al., 1999).

Un caso mas evolucionado es el del la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster, cuyo organismo posee receptores con estructura semejante a HER y en

este caso capaces de unir hasta 4 ligandos distintos (Wasserman et al., 1997).

En cambio, los mamiferos se caracterizan por poseer una familia de receptores
formada por cuatro miembros, HER-1 (EGFR), HER-2, HER-3, HER-4, todos ellos
estrechamente relacionados entre si, capaces de unir una amplia variedad de ligandos
(Stein et al., 2000). Estos cuatro miembros son codificados por cuatro genes homdélogos.
Estos receptores de membrana se han localizado en multitud de tejidos e interaccionan

con ligandos que actdan como factores de crecimiento.

Todos los receptores de la familia HER se ubican en la membrana y comparten

una estructura semejante. Poseen un dominio extracelular de unién a ligando rico en
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cisteinas, una fraccién transmembrana de carécter lipofilico y un dominio intracelular
con actividad tirosina quinasa. A diferencia de los restantes componentes de la familia
HER, HER-3 carece de algunos residuos pertenecientes al dominio catalitico,
habitualmente invariables en las proteinas con actividad quinasa. Este hecho nos indica

que este miembro de la familia posee una débil actividad quinasa.

3.4.2. ‘Elpapel de la familia HER en el desarrollo

Esta familia de receptores de factores de crecimiento desempefia un importante papel en
el desarrollo humano. En el feto humano HER-2, uno de los miembros de dicha familia,
se ha detectado en el sistema nervioso, en los huesos en desarrollo, en piel, musculo,
corazén, pulmén y epitelio intestinal (Morris et al., 1999). La secrecidn, por parte del
endocardio, de factores de crecimiento activa el receptor HER-4 que, junto a HER-2,
participa en el desarrollo del ventriculo (Meyer et al., 1995). La ausencia de HER-2 en
los embriones de ratén en desarrollo supone la muerte de los animales en el ttero

materno.

Después del nacimiento, HER-2 estd implicado en el crecimiento y desarrollo
normal de la mama. Se ha comprobado que los ligandos del tipo del factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y neuregulinas, que se unen a los receptores de esta
familia, estimulan el desarrollo de la fraccion l6bulo-alveolar de la glandula mamaria

del ratén (Henninghausen et al.,,1998).

El gen de rata neu se aislo de un neuroblastoma de rata, mientras que su
homoélogo normal se aislé de una libreria de cDNA de rata y humano. La variabilidad de
nombres que le han asignado son el producto del descubrimiento de genes homélogos,
implicados en la patogenicidad del eritroblastoma de pollo (erbB) y de los genes

codificantes para receptores de factores de crecimiento en el hombre (HER).

La denominacién mas comun es la de HER. HER-2 es un proto-oncogén ubicado

en el cromosoma 17g21. Este gen codifica para una glicoproteina transmembrana de
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1255 aminodcidos y cuyo peso molecular es de 185 kDa denominada p185HER'2 que, en

muchas ocasiones, se denomina simplemente HER-2.

3.4.3. La activacion de los receptores de la familia HER,

Los receptores proteicos de la familia HER se encuentran en forma de monémeros en la
membrana plasmadtica. La activacién de estos receptores requiere normalmente de la
presencia de pequeflas moléculas, denominadas ligandos, y de otros receptores

pertenecientes a la misma familia.

Tras la unién del ligando a su respectivo receptor se produce la dimerizacién de
los receptores. Los cuatro miembros de la familia pueden asociarse entre si para formar
hasta diez diferentes dimeros, ya sean homodimeros o heterodimeros. La estructura
formada por el dimero unido a su ligando es mucho mds estable que la forma
monomérica. Todos los ligandos de esta familia poseen un dominio de 50 a 55
aminoacidos cuya estructura es semejante a la del factor de crecimiento epidérmico
(EGF) y en la que existen seis residuos de cisteina altamente conservados entre las

distintas isoformas (Alroy y Yarden, 1997).

HER-1 es capaz de unir varios ligandos, el factor de crecimiento epidérmico
(EGF), el factor de crecimiento transformante alfa (TGFa), la anfiregulina (AR), el
factor de crecimiento tipo EGF de unién a heparina (HB-EGF), la betacelulina (B-cel) y
la epiregulina. Tanto HER-3 como HER-4 se unen a multitud de neuregulinas, también
denominadas factores de diferenciaciéon de neu (NDFs), todos ellos péptidos de
diferente estructura. HER-2, en cambio, es conocido como el receptor huérfano por

carecer de ligando conocido.

3.4.4. Launion del ligando a los receptores HER,

Como hemos sefialado anteriormente, en la actualidad no se conoce el ligando de HER-
2. Sin embargo, se ha observado que HER-2 es capaz de unir ligando, de forma

indirecta, al interaccionar formando heterodimeros con los restantes miembros de la
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familia HER. Asi, actuaria como co-receptor favoreciendo la formacién de los

heterodimeros y participando en la transduccion de sefial.

Estudios llevados a cabo recientemente han demostrado que los ligandos de la
familia HER son en realidad moléculas bivalentes, es decir, poseen dos lugares de unién
para los receptores HER. Asi, la neuregulina-1 posee un sitio de unidn de alta afinidad,
proximo al extremo N-terminal y otro de baja afinidad, préximo, en este caso, al

extremo C-terminal.

Estos estudios sugieren que se produciria unién de HER-1, HER-3, o HER-4 al
lugar de elevada afinidad del ligando, y otra unién de baja afinidad al otro componente
del homo- o heterodimero, que con frecuencia es HER-2. En efecto, la interaccién entre
los miembros de la familia HER no ocurre al azar sino que existe una clara jerarquia que
hace que HER-2 sea el co-receptor de eleccién para la formacién de estos dimeros

(Tzahar et al., 1996; Olayioye et al., 1999).

De esta manera HER-2 actiia como co-receptor y participa en la transduccién de
sefial, pese a ser un receptor carente de ligando especifico. Por este motivo, en las lineas
celulares de céancer que sobreexpresan HER-2 se fomenta la formaciéon de los
heterodimeros de los restantes miembros de la familia HER con HER-2, dando como
resultado la transduccién de sefial al niicleo y que en dltimo lugar conduce a la
activacion de genes nucleares y a la division celular (Beerli et al., 1995; Graus-Porta et

al., 1995).

La transfeccién de los distintos miembros de la familia HER en lineas celulares
que no expresan ninguno de estos receptores permitié elucidar cual era el papel
fisiolégico de cada uno de éstos. En presencia de EGF o TGF las células transfectadas
con HER-1 crecian normalmente. Sin embargo, las células transfectadas con HER-2 no
sobrevivian en presencia de estos ligandos, hecho que confirma que no existe una

interaccion directa entre HER-2 y el ligando.
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Tampoco sobreviven las células transfectadas con HER-3 y es que este receptor
carece de actividad quinasa propia. Cuando se co-transfectaban dos de los miembros de
la familia de forma conjunta se obtuvieron resultados que variaron en funcién de los

dimeros introducidos (Graus-Porta et al., 1997).

En general, los homodimeros no poseen tanta eficiencia sefalizadora como los
heterodimeros. En cualquier caso, existen diferencias en esta eficiencia y asi, mientras
la eficiencia para la sefializacién de los homodimeros HER-1 es escasa, la de los
homodimeros HER-3 es nula, como ocurria con los receptores aislados. Los
heterodimeros formados por HER-2 y HER-3 demostraron ser los mds eficientes, ya
que poseian el mayor potencial mitético, motivo por el que se ha especulado que éste
debe de ser el dimero HER mds frecuente en los canceres en los que se encuentran
implicadas células epiteliales. En efecto, se ha observado que este es el heterodimero

dominante en las células de carcinoma.

En general, los heterodimeros se caracterizan por poseer una menor tasa de
disociacién del ligando si los comparamos con los homodimeros, lo que explica que
generen una mayor seflal mitégena que éstos ultimos. Sin embargo, son los
heterodimeros en los que participa HER-2 los que mayor tasa de unién del ligando

presentan.

La heterodimeros en los que participa HER-2 poseen, ademads, una menor tasa de
endocitosis inducida por ligando, si son comparados con los restantes. Por este motivo,
la sefal iniciada por los heterodimeros en los que participa HER-2 es mds prolongada y
tiene como resultado la activacién de varias vias de sefializacion, como es la de Ras-

Raf-MAPK (Carpenter et al., 1999; Hackel et al., 1999; Luteerell et al., 1999).

Los heterodimeros formados por HER-2 y HER-3 han demostrado ser los mas
eficientes, pese a que HER-3 posee una escasa actividad quinasa y que los homodimeros
HER-3 sean mitogénicamente inactivos. HER-3 posee multitud de sitios de anclaje

destinados a otras tantas moléculas de sefializacién. Se ha especulado que la falta de
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actividad quinasa por parte de HER-3 tiene como objetivo evitar la hiperactivacién de la
célula. La unién del ligando a HER-3 y su heterodimerizacién con otro miembro de la
familia HER, con una actividad quinasa normal, le proporcionaria el control suficiente

de la actividad sefializadora.

Para confirmar esta hipdtesis se empled un receptor quimérico formado por el
dominio de unién a ligando de HER-3 y el dominio con actividad quinasa de HER-1.
Este receptor quimérico mostré ser el receptor mds activo, lo que demostré que HER-3
es el receptor potencialmente mas activo de la familia HER. Por este motivo, se piensa
que los heterodimeros HER-2/HER-3 son los mas eficientes desde el punto de vista
mitégeno y sugiere que la carencia de actividad quinasa de HER-3 permite el control de

su potencial mitégeno (Olayioye et al., 1999).

3.4.5. La sefializacion activada por HER:-2

Considerando el gran nimero de interacciones que existen entre los diferentes
miembros de la familia HER, es imposible pensar que las vias de sefializacion iniciadas
por los mismos sean de tipo lineal. Por el contrario, se trata de un sistema de
seflalizacién muy interactivo en el que los ligandos pueden dar lugar a la formacién de
diferentes homodimeros y heterodimeros que interaccionan estimulando varias vias de

seflalizacion.

Realmente el patron de transduccién de sefial se puede subdividir en varios
pasos. Una primera etapa en la que se produce la llegada de la sefial iniciadora, el factor
de crecimiento. Una segunda etapa en donde se produce el procesamiento de la
informacidn, en la que intervienen los receptores, proteinas con grupos SH2 y factores
transcripcionales. Por ultimo, surge el resultado, es decir, la divisién, diferenciacién o

migracion celular.

La dimerizacién de los receptores de la familia HER permite la difusion de

diferentes tipos de mensajes a la célula (Olayioye et al., 1999). Para que esto ocurra
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debe existir un estricto mecanismo de coordinacién y se ha especulado que HER-2
desempeia este papel y la ausencia de ligando conocido para HER-2 ha reforzado esta

hipétesis.
3.4.6. Laimportancia de HER:-2 en el tratamiento del cancer por inmunoterapia

Como sefialamos con anterioridad, la combinacién de los distintos miembros de
la familia HER origina hasta diez posibles homo- y heterodimeros en la membrana
celular. La participaciéon de HER-2 en los heterodimeros permite una unién mds estable

con el ligando, motivo por el que ésta combinacidén posee una mayor potencia bioldgica.

Los otros dimeros HER envian las sefiales necesarias para el crecimiento celular
y no participan en el desarrollo tumoral. A raiz de estos datos, en los dltimos tiempos se
estdn desarrollando anticuerpos especificos para HER-2 destinados a inhibir el
crecimiento tumoral promovido por este receptor. Estos han demostrado tener una
efectividad variable, ya que mientras algunos consiguen una inhibicién casi completa
del crecimiento tumoral, otros solamente son antagonistas parciales e, incluso, algunos
promueven este crecimiento. Al parecer, éstos tultimos no serian procesados por las

células tumorales (Klapper et al., 2000).

Por el contrario, los anticuerpos que mas efectividad han demostrado son
aquellos rdpidamente internalizados y metabolizados por las células cancerigenas que
sobreexpresan HER-2, interaccion que da lugar a una endocitosis del receptor. Una vez
internalizado el receptor ya no puede interaccionar con los restantes miembros de la
familia HER. De esta manera, HER-2 no puede formar heterodimero y su potencial
sefalizador y, consecuentemente, el crecimiento tumoral, se ven mermados (Kasprzyk

et al., 1992).
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3.4.7. La degradacion de HER:-2

En general, el mecanismo habitual de degradacion del receptor unido a su ligando
implica la endocitosis del complejo, de manera que la vesicula formada constituye el
endosoma temprano. En este endosoma el ligando puede separarse del receptor para que
éste ultimo sea reciclado a la membrana celular, o bien acabar en el lisosoma para ser

degradado.

Esto es lo que ocurre, por ejemplo, con el homodimero formado por HER-1 que
es degradado por via lisosomal (Levkowitz et al., 1999). Sin embargo, cuando se
forman heterodimeros constituidos por HER-1 y HER-2, HER-1 no es degradado sino
que es reciclado a la membrana celular. Esto permite que también la transduccién de
seflal mediada por HER-1 se prolongue desempefiando, sin duda, un papel en la

oncogénesis.

El proceso de seleccion de los endosomas tempranos es critico puesto que
permite que determinados receptores sean degradados, mientras que otros sean
devueltos a la membrana celular en donde contindan su funcién de sefializacién. En este
sentido, las investigaciones llevadas a cabo han permitido identificar una proteina
adaptadora, denominada c-Cbl, que se encarga del control del proceso de reciclaje o

degradacion.

La unién de esta proteina adaptadora, junto con la del ligando, conduce al
receptor a su degradacién por la via lisosomal. La interaccién que se produce entre
HER-1 y c-Cbl es fuerte, en cambio, la unién de la proteina adaptadora con HER-2 es

muy laxa, mientras que no interacciona con HER-3.

Como su nombre indica, se trata de una proteina que sirve de adaptador entre los
receptores y un enzima con actividad ubiquitinadora denominada E2. Este enzima se
une a un dominio especifico de c-Cbl, defectivo en formas potencialmente oncogénicas

de la proteina adaptadora. La proteina c-Cbl se une, a su vez, al receptor HER en
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residuos de tirosina fosforilados, lo que favorece su ubiquitinaciéon y permite que éste
sea degradado bien por la via proteasoma o bien por la via lisosomal (Waterman et al.,

2000).

HER-3, que no posee un dominio de unién para c-Cbl, es reciclado
continuamente a la membrana celular. Se ha especulado que los anticuerpos dirigidos
contra HER-2 refuerzan la unién, normalmente laxa, existente entre el receptor y c-Cbl,

promoviendo su degradacion.

El componente epitelial del tumor responde a un gran nimero de factores
procedentes del estroma. Cuando existe una sobreexpresion de HER-2 la transduccién
de sefial tiene lugar principalmente por los heterodimeros formados con este miembro
de la familia HER. Estos heterodimeros se unen fuertemente al ligando, emitiendo
sefiales de proliferacién al nicleo y poseen una elevada tasa de reciclaje a la membrana
después de sufrir endocitosis. Este eficiente poder de sefializacién promueve la divisién

celular y da lugar a la aparicién de malignidad (Levkowitz et al., 1999).

Los anticuerpos dirigidos contra HER-2 promueven la destruccién del receptor
en el lisosoma, con lo que se reduce la concentracién de este tipo de receptor en la
membrana celular. Esto obliga a los restantes miembros de la familia HER a formar

homodimeros y/o heterodimeros entre ellos, sin la participacion de HER-2.

3.4.8. Implicaciones terapéuticas derivadas de la biologia de HERZ

Los niveles de proteina HER-2 pueden ser hasta cien veces mayores en una célula
cancerigena si la comparamos con una célula normal. Este fenémeno se debe, con
frecuencia, a amplificaciones del gen codificante para la proteina HER-2 pero, en
ocasiones, se debe a alteraciones del normal proceso de transcripcién. Las
amplificaciones del gen conducen a una mayor transcripcion de RNA mensajero y

sintesis de proteina HER-2.
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En cancer de mama, el 92% de los casos de sobreexpresion de la proteina son
debidos a la presencia de amplificacion del gen. La sobreexpresiéon de HER-2 se ha
identificado en todos los estadios de evolucién de la enfermedad aunque no se ha
encontrado en lesiones benignas de la mama, lo que sugiere que HER-2/neu no esta
amplificado hasta la aparicion de una forma maligna de la enfermedad. La
sobreexpresion de HER-2 se mantiene en la etapa de metdstasis, lo que indicaria un

funcionamiento permanente (Salomon et al., 1989).

Los heterodimeros HER-2/HER-3 confieren una mayor actividad transformante,
predisponiendo al desarrollo de neoplasias, por lo que la deteccién de ambos receptores
podria tener una mayor significacién clinica y prondstica que la de cualquiera de ellos

de forma aislada.

Debido a su, en ocasiones, elevada expresion, su localizacién celular que le hace
facilmente accesible y su ya confirmado papel en la aparicién de carcinogénesis, HER-2
se ha convertido en una de las principales dianas terapéuticas en cdncer de mama. A
todo ello se suma el hecho de que la expresion de HER-2 en las células normales es
baja, con lo que se esperan pocos efectos secundarios en estas ultimas como

consecuencia de los tratamientos aplicados (Zheng et al., 2000).

La proteina HER-2 interacciona, a su vez, de forma directa o indirecta, con un
gran ndmero de proteinas celulares que pueden desempefiar un importante papel en el
desarrollo del cancer. Por este motivo, muchas de estas proteinas pueden convertirse en
futuras dianas terapéuticas, con el fin de bloquear la transduccién de sefial mitogena.
Sin embargo, este bloqueo podria no ser suficiente para inhibir la capacidad oncogénica
de HER-2 en su totalidad, ya que la sefial podria discurrir a través de una via alternativa.
Por tanto, y con el fin de lograr un bloqueo completo la estrategia mas efectiva es la de
reprimir la expresion de HER-2 o bien inhibir la accién de aquellas moléculas situadas

en los inicios de la cascada de sefnalizacion.
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En este sentido, se han producido diversos avances terapéuticos. Por una parte,
han surgido los métodos destinados a inhibir la expresion o la funcién de la proteina.
Para ello se han desarrollado elementos que inhiben la expresion del gen, otros que
alteran el promotor del gen y, por dltimo, se ha intentado bloquear la actividad tirosina

quinasa del receptor.

Otra 4rea terapéutica pretende desestabilizar la proteina de la membrana celular
favoreciendo su degradacién. Pero, sin duda, son los anticuerpos monoclonales
dirigidos contra el dominio extracelular de HER-2 los que mds eficacia han demostrado,
en el caso de tumores que sobreexpresan este receptor. Este es el caso del trastuzumab,
comercialmente denominado Herceptin, que ha resultado muy efectivo en el tratamiento
de estos tumores, sobre todo en combinacién con quimioterapia convencional (Baselga

y Mendeslson, 1994).

3.5. Formas truncadas de los receptores de la familia HER.

Ademas de las formas completas de los receptores de membrana con actividad tirosina
quinasa, se ha descrito la existencia de formas alternativas de los mismos, consistentes
en formas truncadas de la proteina. En efecto, son muchos los receptores de factores de
crecimiento o de citoquinas que dan lugar a formas solubles (Gearing et al., 1994). Estas
formas se han aislado del medio de cultivo de lineas celulares y en algunos fluidos,

procedentes de pacientes, como pueden ser el suero o la orina.

Un ejemplo caracteristico es el receptor de interleuquina 2, también el del
receptor de factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF-receptor) y algunos
miembros de la familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico, la familia
HER. Entre éstos cabe destacar el de EGFR o HER-1, HER-4 y también HER-2
(Gearing et al., 1994).

Este fenémeno es muy frecuente en la naturaleza, motivo por el que se piensa

que, sin duda, debe ser importante desde el punto de vista fisiologico. Entre los
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miembros de la familia HER, HER-4 fue el primero para el que se identificaron formas
truncadas del receptor. Asi, se ha descrito que HER-4 pierde su dominio extracelular
por la accién de un miembro de la familia ADAM, familia de desintegrinas y
metaloproteasas (Black et al., 1998; Blobel et al., 1997). En el caso de HER-4 es TACE,
uno de los miembros de esta familia, activada por ésteres de forbol, la que lleva a cabo
el corte proteolitico. El fragmento resultante, que permanece unido a membrana, posee
una peso molecular de 80 kDa y se corresponde con el dominio transmembrana y el
dominio catalitico intracelular del receptor. Esta forma truncada conserva la actividad
tirosina quinasa del receptor completo (Christianson et al., 1998; Codony-Servat et al.,

1999).

El corte proteolitico puede ser promovido por multitud de sustancias que
incrementan la actividad de la proteina quinasa C (PKC) o inhiben la actividad tirosina
fosfatasa. Estas sustancias alteran el estado de fosforilacion de las proteinas. El
fragmento resultante de este procesamiento permanece unido a membrana, estd
fosforilado y su actividad tirosina quinasa estd intacta, pudiendo incluso ser mayor que
la del receptor completo. Este fragmento puede ser activo incluso en ausencia de
ligando exdgeno, puesto que el contenido de fosfotirosina del fragmento truncado es
mayor que el de los receptores completos. Este fragmento permanece frecuentemente
unido de forma constitutiva a moléculas de sefializacién celular como pueden ser la

proteina adaptadora Shc o la fosfolipasa C-y (Izumi et al., 1998).

En el caso de HER-2 se ha propuesto la existencia de dos tipos de mecanismos
por los que estarian apareciendo formas truncadas del receptor. Por una parte, se ha
demostrado la existencia de un procesamiento alternativo (“splicing” alternativo) del
RNA mensajero, dando lugar a un mensajero més corto de unas 2.3 Kb, que origina una
proteina correspondiente a los 633 primeros aminodcidos del receptor (Scott et al.,

1993).
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Algunos estudios han postulado que la sobreexpresion de esta forma truncada
con un peso molecular de 100 kDa podria inhibir la proliferacion y diferenciacién de las
células de cdncer de mama incluso en presencia de factores de crecimiento. Esta forma
soluble, presente en el medio de cultivo de ciertas lineas celulares, ejerceria una
inhibicién de cardcter paracrino sobre las células vecinas, interfiriendo en la formacién
de los heterodimeros de HER-2 con los restantes miembros de su familia (Aigner et al.,

2001).

Por otra parte, también se ha observado una modificacién post-traduccional del
receptor, por la que sufre la accién de una proteasa que actia a nivel del dominio

transmembrana del receptor.

Este corte proteolitico del receptor HER-2 ha permitido aislar del medio de
cultivo de células de cancer de mama y del suero de pacientes una forma truncada,
correspondiente al dominio extracelular del receptor (ECD-HER-2) (Mosley et al.,
1989; Petch et al., 1990; Zabrecky et al., 1991). Algunos estudios han demostrado una
correlacion inversa entre la presencia de un elevado nivel de la forma extracelular de
HER-2 (ECD-HER-2) con la respuesta a quimioterapia. Las pacientes que presentaron
elevados niveles de esta forma truncada de HER-2 mostraron una respuesta
significativamente menor a la quimioterapia que aquellas pacientes con bajos niveles de
la misma. A este respecto, se observd que la supervivencia libre de enfermedad de las
primeras fue significativamente menor (7.5 meses frente a 11 meses) (Zabrecky et al.,

1991).

El corte proteolitico de HER-2 genera, ademds del ECD-HER-2, un fragmento
que, como ocurria con HER-4, permanece unido a membrana y que posee un peso

molecular de 95 kDa. Esta forma truncada p95HER'2

se generaria por la accién de una
metaloproteasa perteneciente a un miembro de la familia ADAM que ain no se ha
identificado (Molina et al., 2001). Este fragmento corresponde a la fracciéon C-terminal

de la proteina completa y se caracteriza por conservar el dominio catalitico del receptor
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completo y por tanto la actividad tirosina quinasa, lo cual se traduce en la posibilidad de

transducir sefial (Christianson et al., 1998; Molina et al., 2001).

En la siguiente Figura se ilustra el hipotético mecanismo de corte proteolitico

implicado en la produccién de p95HER'2.

FIGURA 3. Mecanismo de produccién de p95HER'2

Receptor HER-2

ECD

Metaloproteasa ECD

Corte proteolitico de HER-2

3.6. Vias de transduccion de serial

La mayoria de los ligandos responsables de la sefializacién célula-célula, incluyendo
neurotransmisores, hormonas peptidicas y factores de crecimiento, se unen a receptores

localizados en la superficie de sus células diana.

Estos receptores, entre los que encontramos los receptores de hormonas
peptidicas y factores de crecimiento, actian regulando la actividad de una serie de
proteinas intracelulares. Estas proteinas transmiten entonces sefiales desde el receptor a
una serie de dianas intracelulares adicionales, que incluyen con frecuencia factores de

transcripcion. La unién de un ligando a un receptor de la superficie de la célula inicia
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asi una cadena de reacciones intracelulares que alcanzan finalmente al nidcleo de la

célula diana y dan lugar a cambios programados de la expresion génica.

3.6.1. Receptores proteicos con actividad tirosina quinasa

Se trata de receptores de superficie celular relacionados directamente con enzimas
intracelulares. La familia mds importante de estos receptores son los receptores
proteicos con actividad tirosina quinasa, que fosforilan sus proteinas substrato en
residuos de tirosina. Esta familia incluye los receptores para la mayor parte de los

factores de crecimiento polipeptidicos, como es el caso de la familia HER.

El receptor HER funciona como una proteina tirosina quinasa, estableciendo
claramente la fosforilacioén de los residuos tirosina de las proteinas como un mecanismo
de sefializacion clave en la respuesta de las células a la estimulacién de los factores de
crecimiento. Se trata de una familia de proteinas con actividad tirosina quinasa formada
por cuatro miembros, todos ellos estrechamente relacionados entre si y capaces de unir
una amplia variedad de ligandos. Estos miembros son codificados por cuatro genes
homoélogos cuyos productos han sido identificados en multitud de tejidos, en donde

interaccionan con factores de crecimiento.

Todos los receptores de la familia HER se ubican en la membrana y comparten
una estructura semejante. Poseen un dominio extracelular de unién a ligando, rico en
cisteinas, una fraccidon transmembrana de caricter lipofilico, y un dominio intracelular
con actividad tirosina quinasa. La union de los ligandos al dominio extracelular de estos
receptores, activa sus dominios citosolicos con actividad quinasa resultando en la
fosforilacion de los propios receptores y de proteinas diana intracelulares, que propagan

la sefial iniciada por la unién de los factores de crecimiento.

3.6.2. ‘Etapas de la activacion

El primer paso en la sefializacién de la mayoria de los receptores con actividad tirosina

quinasa es la dimerizacién del receptor inducida por el ligando. En efecto, los receptores
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proteicos se encuentran en forma de mondOmeros en la membrana plasmdtica. La
activacién de estos receptores requiere normalmente de la presencia de pequeiias
moléculas, denominadas ligandos, y de otros receptores pertenecientes a la misma
familia. Los ligandos de la familia HER son en realidad moléculas bivalentes, es decir,
poseen dos lugares de unién para los receptores HER. Tras la unién del ligando a su
respectivo receptor, los cuatro miembros de la familia pueden asociarse entre si para

formar hasta diez diferentes dimeros, ya sean homo- o heterodimeros.

La dimerizacién inducida por el ligando conduce a la transfosforilacion del
receptor, puesto que las cadenas polipeptidicas dimerizadas se fosforilan de forma
cruzada. Esta transfosforilacion tiene mds de una repercusion en la sefalizacion de estos
receptores (Segatto et al., 1988; Akiyama et al., 1991). Por una parte, la fosforilacién de
los residuos de tirosina presentes en el dominio catalitico incrementa la actividad
tirosina quinasa del receptor. Por otro lado, la fosforilacion de los residuos de tirosina
no pertenecientes al dominio catalitico crea diversos puntos de acoplamiento especificos
para otras moléculas que intervienen en la transduccién de sefial mediada por receptores
activados. Se trata de proteinas adaptadoras que poseen dominios SH2 y que, como su
nombre indica, acoplan los receptores activados a otros componentes de la via de
transduccién de sefial, pero no poseen capacidad sefializadora intrinseca (Mikami et al.,

1992).

3.6.3. Lavia de transduccion de sefial MAP quinasa

En el caso de los receptores de la familia HER, la proteina adaptadora mejor
caracterizada es GRB-2. El dominio SH2 de esta pequefia molécula se une a un resto
especifico de fosfotirosina del receptor activado. Pero GRB-2 posee, ademas, dos
dominios SH3 que se unen a SOS. SOS es una proteina intercambiadora de nucleétidos
de guanina que favorece la disociacion entre GDP y RAS para que ésta una GTP, lo que

se traduce en la activacién de RAS (Carpenter et al., 1999).
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Esta activacion induce una cascada de quinasas que incluye Raf, MEK y MAPK.
GTP-RAS, interacciona con la primera de las quinasas de la ruta, Raf-1, una
serina/treonina quinasa. Esta es reclutada hacia la membrana en donde es fosforilada de
manera que se activa su funcién quinasa lo que, a su vez, le permite unirse y activar por
fosforilacion el siguiente componente de la cascada de sefializacién, es decir, MEK. Por
su parte, ésta es una proteina con actividad quinasa pero que posee una actividad dual,

ya que fosforila residuos de serina y tirosina (Hackel et al., 1999).

El sustrato de esta actividad es MAPK, una serina/treonina quinasa. Esta quinasa
es, a su vez, capaz de fosforilar multitud de proteinas, entre ellas factores de
transcripcion nucleares que median en la respuesta celular. La activacion de MAPK
solamente se produce si se fosforilan los residuos de treonina 202 y tirosina 204 y ello
ocurre Unicamente si la sefial iniciadora es la adecuada. Se ha observado que debe
producirse la fosforilacion de ambos residuos para que la quinasa sea completamente
activa y asi una sefal insuficiente, que no induzca la fosforilacién del segundo residuo,
no originard ningun efecto biolégico. La fosforilacion de MAPK, ademads de estimular
su actividad, promueve su dimerizacion. La forma dimerizada de la quinasa es la que se
transloca al nicleo, ya que las formas monoméricas no pueden hacerlo (Luteerell et al.,

1999).

En general, se ha observado que las vias de transduccién de sefial logran un
efecto amplificador de la sefial bioldgica inicial. Es decir, a medida que esta via
progresa la sefal va siendo cada vez mayor, ya que el nimero de moléculas que reciben
la sefial se va incrementando. Por ejemplo, el nimero de moléculas de MEK que reciben
la sefal es mucho més elevado que el de Raf-1, y lo mismo ocurre con la proporcién de

moléculas de MAPK.

MAPK también denominado ERK, se encuentra en el citosol celular pero se
transloca al ndcleo cuando el estimulo que llega a la célula es el adecuado. Es en el

ntcleo donde, bien de forma directa o indirecta a través de otras quinasas, ERK fosforila
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y activa los factores de transcripcién especificos para genes implicados en proliferacion
y diferenciacion celular (Adeyinka et al., 2002). También interviene en la condensacién
de la cromatina, al fosforilar determinadas moléculas implicadas en este proceso, de
manera que se facilita la accesibilidad de determinados factores de transcripcion al
DNA. De esta manera, participa en la remodelaciéon de la cromatina y promueve la

expresion de genes (Ben-Levy et al., 1994).

El crecimiento y division de las células de cancer de mama es estimulado por la
presencia de factores de crecimiento. En efecto, los factores de crecimiento, tales como
el EGF, IGF-1, insulina, prolactina o TGF-a o -, incrementan la activacion de MAPK.
Asi se ha observado que, en células de cdncer de mama, la sobreexpresiéon de los
miembros de la familia HER, HER-1 o HER-2, incrementa la expresion de MAPK

(Thor et al., 2000).

3.6.4. Lavia de transduccion de serial PI3-K/AKT

Los extensos estudios llevados a cabo sobre RAS, el primero de los oncogenes
identificados, en la transformacion neoplasica, permitio establecer la existencia de un
modelo de sefializacién mitogénica. Este modelo, iniciado por la unién de factores de
crecimiento a receptores de membrana con actividad tirosina quinasa (RTKs), se
transmite a través del propio RAS y acaba confluyendo en MAPK. La funcién de ésta,
al igual que la de otras moléculas, es la activacion de factores transcripcionales, que
promueven la expresion de genes implicados en progresion celular. Esta via conservada
a través de la evolucion desde las moscas hasta los mamiferos, poseen una importancia

fundamental en la proliferacion de las células neoplasicas.

Sin embargo, existen otras vias de transduccién de sefial que, al igual que ocurre
con la via Ras-Raf-MAPK, necesitan de la presencia de factores de crecimiento y son
iniciadas igualmente por los receptores de membrana con actividad tirosina quinasa

(RTKSs), en ocasiones también a través de RAS (Diehl et al., 1998).
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Este es el caso de la via PI3-K/Akt que ha pasado a escena situdndose en un
estatus de similar importancia en lo que se refiere a la regulacién de los procesos de
proliferacién y supervivencia de las células de mamifero. Se ha observado que en una
gran variedad de alteraciones neopldsicas humanas algunos de los componentes de ésta
se encuentran desregulados. Este es el caso de neoplasias tales como el glioblastoma, el
cancer de ovario, mama, endometrio, carcinoma hepatocelular, melanoma, tracto

digestivo, pulmoén, carcinoma renal, tiroides y de tipo linfoide (Cantley et al., 1999).

PI3-K se convirti6 en el foco de atenciéon de la investigacién en céancer a
mediados de los 80, cuando empezd a ser evidente que su activacién y funcién se
encontraba ligada a la capacidad de transformacion de algunos oncogenes virales, como

puede ser la actividad tirosina quinasa de SRC.

La presencia de factores de crecimiento en el medio y la activacién de la
actividad tirosina quinasa de los RTKs, por la unién del ligando, es lo que promueve la
activacion de PI3-K. PI3-K es en realidad un heterodimero, formado por una subunidad
reguladora (p85) y otra catalitica (p110) (Liu et al., 1999). Con Ila unién del ligando
adecuado y la consiguiente transfosforilacién de lo receptores con actividad tirosina
quinasa, quedan expuestos residuos de tirosina pertenecientes al dominio citoplasmico
de los mismos. Al igual que ocurria con Ras, PI3-K y, mds concretamente su subunidad

reguladora, se une a esos residuos a través de dominios SH2 (Cantley y Neel, 1999).

Esto ocasiona cambios conformacionales que hacen que PI3-K quede asociada a
la cara interna de la membrana celular y que sea activa. La subunidad catalitica p110 se
encuentra ahora cerca de los lipidos de membrana a los que fosforila. Los anillos de
fosfatidilinositol son modificados dando lugar a derivados lipidicos que actian como
segundos mensajeros. Este es el caso del fosfatidilinositol-3, 4, 5-fosfato (PIP3) que, a
su vez, promueve la activacion de otras moléculas, entre los que se encuentran AKT que
es critica en la sefializacion de la supervivencia celular (Lane et al., 2000; Lenferink et

al., 2001).
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Aungque la expresion de PIP; es constitutiva, sus niveles celulares en ausencia de
estimulos son reducidos y se encuentran estrechamente regulados. De esta regulacion se
encargan distintas fosfatasas entre las destaca PTEN y, de hecho, las alteraciones de esta
fosfatasa son las mas cominmente implicadas en oncogénesis. Se trata de una fosfatasa
especifica que reconvierte PIP; en PIP,, siendo este un mecanismo de control andlogo al

de la regulacién de la unién de GDP o GTP a RAS.

PIP; tiene especificidad de unién por dominios con homologia a plectrina,
denominados dominios PH. Estos dominios, identificados en un principio en la proteina
del citoesqueleto plectrina, se han identificado en multitud de quinasas citopldsmicas.
Una de las mejor caracterizadas es Akt, el homélogo celular del oncogén v-Akt. El
dominio catalitico de esta serina/treonina quinasa también posee un dominio PH, y es en

este lugar en donde se produce la interaccién lipido-proteina con PIP; (PIP3-Akt).

Con el término Akt designamos toda una familia de moléculas caracterizadas por
poseer una elevada homologia entre distintas especies. En el ser humano encontramos
tres genes localizas en 14q32, 19q13 y 1q44 que dan lugar, respectivamente, a tres
isoformas denominadas Aktl, Akt2, y Akt3, también denominadas PKBa, PKBJ y
PKBY. Se han encontrado amplificaciones de estos genes en algunos tipos tumorales y
en algunos tejidos también se ha encontrado sobreexpresion de la proteina (Liu et al.,

1999)

PIP; se une al dominio de homologia a plectrina (PH) de Akt. Esta interaccion
recluta a Akt a la cara interna de la membrana plasmatica, lo que le ocasiona cambios
conformacionales cuya consecuencia directa es que quedan expuestos determinados

residuos de aminodcidos susceptibles de sufrir fosforilacion.

Las PDKSs, otras proteinas quinasas citopldsmicas, son las encargadas de la activacién
de Akt. Estas moléculas también poseen dominios PH que sirven de lugar de unién de PIP;. Asf,
la formacién de PIP; resulta en la asociacién de Akt y PDKs con la membrana plasmética,

conduciendo a la fosforilacion y activacién de Akt (Daly et al., 1999; Altiok et al., 1999).
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3.6.4.1. Implicaciones de AKt en carcinogénesis

En el desarrollo de un cancer se ven alterados varios procesos cuyo control es
imprescindible. Se diferencian asi la supervivencia celular (apoptosis), la proliferacion
(siendo éste el aumento del nimero de células) y el crecimiento celular (el aumento del
tamafio celular). En general, el desarrollo del cancer se podria definir como una pérdida
del equilibrio critico proliferacién/apoptosis. Uno de los artifices de este desequilibrio
es Akt, ya que la expresion de multitud de oncogenes implicados en la progresion del

cancer es regulada por la via PI3-K/Akt (Weng et al., 1999; Nakatani et al., 1999).

3.6.4.2. Akt promueve la proliferacion celular e inkibe la apoptosis

Akt es una quinasa citopldsmica cuya funcidn es fosforilar las moléculas con las que
interacciona. Las dianas de Akt son numerosas y de cardcter muy diverso, sin embargo,
todas poseen una secuencia de aminodcidos comin y que se ha especulado podria ser un

lugar de reconocimiento para Akt.

La fosforilacién de Akt puede traducirse en una activacién de la molécula diana,
este es el caso de un miembro de la familia de Bcl-2, Bad. Esta es una proteina que
permanece inactiva, en células quiescentes, unido a Bcl-X, otro miembro de la misma
familia. Akt fosforila el dominio BH3 de Bad, lo que le ocasiona un cambio
conformacional que libera Bcl-X. De esta manera, es libre y activo para promover la

progresion celular (Page et al., 2000).

Por el contrario, la funcién de Akt puede ser inhibitoria. En el caso de la caspasa
9, la fosforilacién por la accién de Akt se traduce en una pérdida de funcién, ya que se

impide la formacién del apoptosoma, con lo que se inhibe el proceso de apoptosis.

Otras proteinas que sufren una alteracion por la interaccién con Akt pertenecen a
la familia de proteinas “forkhead”. Los miembros de esta familia, identificados en
humanos, son denominados FKHR, FKHRL1/AF6g21 y AFX. Estas proteinas se

encuentran habitualmente en el citoplasma y en presencia de estimulos proapoptéticos
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migran al niicleo en donde reconocen en el DNA secuencias de respuesta a insulina
(IRS). Estas secuencias de reconocimiento son muy comunes en genes implicados en
apoptosis, tales como el gen para la fosfoenol piruvato quinasa, el de la glucosa 6
fosfatasa, el codificante para la proteina Bax, y por dltimo genes cuya expresion da
lugar a la liberaciéon de citocromo c. También sucede con genes codificantes para

citoquinas, como es el ligando del receptor Fas (Busse et al., 2000).

Akt fosforila las proteinas “forkhead”, lo que impide la interaccién con la regién
IRS. La fosforilaciéon por parte de Akt altera su capacidad de migracién al nicleo y
produce silenciamiento de los genes pro-apoptéticos. Akt también interviene en la
regulacién del ciclo celular, ya que controla la estabilidad de la ciclina D e inhibe

p275P,

Sin embargo, de forma indirecta, Akt promueve la expresion de genes
implicados en la progresion celular. En realidad es NF-kB, un factor de transcripcién
que no se expresa en células quiescentes, quien promueve la transcripcion de estos

genes.

En condiciones normales, NF-kB se encuentra secuestrado en el citoplasma por
IkB. Esta unién se rompe por la accién de IKKa e IKKf, unas quinasas citoplasmicas
activadas por Akt. El factor de transcripciéon migra al nicleo en donde promueve la
expresion de Bfl-1/A1, otro miembro de la familia de Bcl-2, y de los inhibidores de

caspasas c-1IAP1 y c-IAP2, todos ellos genes implicados en proliferacion celular.

Por otra parte, Akt activa la enzima oxido nitrico sintasa endotelial que participa
activamente en los procesos de angiogénesis y neovascularizacidn, procesos
imprescindibles en la progresion, invasidn y metastatizacion tumorales (Zhou et al.,

2000; Neve et al., 2000).
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Akt también activa la subunidad con actividad transcriptasa reversa de la
telomerasa humana promoviendo la actividad telomerasa, una alteracién comun a las

células tumorales.
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‘B. Objetivos

Nuestro objetivo principal en este trabajo ha sido la caracterizacién de la biologia del

HER-2 HER-2 HER-2 2 .
y sus formas truncadas p95 y p100 en cancer de mama, asi

receptor p185
como el estudio de su via de transduccidén de sefiales y su relacion con eventos

clinicopatolégicos.

1. Caracterizar el nivel de expresion del receptor HER:2 en cdncer de mama

HER-2
5 en un grupo de tumores

1.1. Determinar el nivel de expresion del receptor p18
de distintos estadios de evolucion obtenidos de un banco de tumores de mama

humanos de los que se dispone de seguimiento clinico completo.

1.2. Analizar el nivel de expresién de las formas truncadas de HER-2, p95™*? y

plOOHER'z, en un grupo de tumores de distintos estadios de evolucion.

1.3. Explorar sus asociaciones clinico-patoldgicas (receptores hormonales, estadio

tumoral y supervivencia).

2. Determinar el nivel de expresion del factor de crecimiento heregulina en cdncer de

mama

2.1. Analizar el nivel de expresion del factor de crecimiento heregulina en cancer de

mama y su relacion con el receptor HER-2 y otros factores bioldgicos.

2.2. Explorar sus asociaciones clinico-patoldgicas (receptores hormonales, estadio

tumoral y supervivencia).

3. ‘Estudiar el nivel de activacion del receptor HER: 2 en cdncer de mama

HER-2 HER-2

en el grupo de

3.1. Determinar el grado de fosforilacién de p185 y p95

cénceres de mama analizados en el punto 1.

3.2. Establecer sus asociaciones clinico-patoldgicas.
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4. Determinar la asociacion in vivo entre HER:2 y la via Ras-Raf-MAPK
4.1. Estudiar el nivel de expresion de MAPK basal y fosforilada en cancer de mama.

4.2. Caracterizar in vivo la asociacion entre plSSHER'z, p95HER'2 y MAPK en cancer

de mama humano en las muestras analizadas en el puntol.

4.3. Establecer las asociaciones de HER-2 y MAPK con eventos clinicopatoldgicos.

5. Caracterizar la expresion y activacion de la via PI13-K/AKt en cancer de mama y

explorar sus asociaciones clinicopatoldgicas

5.1. Caracterizar los niveles de expresion de las tres isoformas de Akt (Akt-1, Akt-2
y Akt-3) y su nivel de activacién en cancer de mama humano en el grupo de
canceres de mama analizados.

HER-2 HER-2

5.2. Determinar la asociacién in vivo entre p185 con Akt en cdncer

y p95

de mama humano en el banco de tumores.

5.3. Determinar las asociaciones de Akt con eventos clinicopatolégicos.

6. Caracterizar el nivel de expresion y activacion del receptor HER-2 y su forma
truncada p95R2, y estudiar los componentes de su via de sefializacion en el

cdncer de mama de alto riesgo

6.1. Determinar los niveles de expresion y activaciéon de la forma completa,

plSSHER'2 y p95HER'2 en cancer de mama de alto riesgo.
6.2. Estudiar los niveles de expresion y activacion de MAPK en cdncer de mama de
alto riesgo.

6.3. Analizar los niveles de expresion y activacién de PI3-K/Akt en cdncer de mama

de alto riesgo.

6.4. Determinar la asociacién de estos pardmetros bioldgicos con eventos clinico-

patolégicos.
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C. Material y métodos

1. Muestras biologicas

1.1.Muestras tumorales

El conjunto de muestras empleadas en nuestro estudio procedié de la reseccion
quirtrgica de tumores de mama y pertenecieron al Banco de Tumores del Servicio de
Hematologia y Oncologia Médica del Hospital Clinico Universitario de Valencia, que
incluye muestras tumorales recogidas entre 1982 y 2003 de las que se dispone de
seguimiento clinico completo. Dichas muestras fueron obtenidas siguiendo los
procedimientos institucionales de este centro y previo consentimiento informado de las
pacientes. En algunos casos se utilizaron, asimismo, muestras del Oregon Health
Sciences University Hospital (Portland, OR, EEUU), siguiendo el procedimiento
aprobado por el Institutional Review Board Committee on Human Research de dicho
hospital y del Hospital Vall d'Hebron de Barcelona, siguiendo los procedimientos

institucionales de este centro.

En el estudio general se utilizaron muestras pertenecientes a pacientes cuyo
tratamiento se baso en el uso de antraciclinas, para asegurar la uniformidad de los
diferentes grupos analizados. Entre estos agentes quimioterdpicos, de tipo adyuvante,
encontramos la doxorubicina (adriamicina), la epirubicina y la ciclofosfamida. Existen,
ademads, combinaciones de las mismas con otros compuestos de cardcter adyuvante
como son el 5-fluoracilo (5-FU), resultanto los compuestos denominados FAC (5-
fluoracilo, adriamicicna y ciclofosfamida) o FEC (5-fluoracilo, epirubicina y
ciclofosfamida). En el caso de los estudios realizados en el grupo de pacientes
diagnosticadas de cancer de mama de alto riesgo de estadios II, III 6 IV los tratamientos
empleados antes de la reseccion de la mama se basaron en el uso de una combinacion de
antraciclinas, del tipo FAC o FEC, y de un régimen de acondicionamiento de tipo
quimioterdpico (STAMP-V~ [ciclofosfamida, tiotepa, y carboplatino] o CEM) previo al

transplante autélogo de células progenitoras (ASCT).
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En este tltimo caso, para la movilizacion de las células progenitoras se empled
una combinacién de quimioterapia mielosupresora y un factor de crecimiento
hematopoyético, como puede ser el factor de crecimiento de granulocitos (G-CSF) o el
factor de crecimiento de granulocitos y macrofagos (GM-CSF). El tipico régimen de
movilizacién consistié en un protocolo estindar de FAC seguido de una inyeccion
subcutanea diaria de GM-CSF (10 pg/kg peso por dia). Cuando el recuento de células
blancas sanguineas superaba los 3.0 x 10°/1 se llevaba a cabo una leucoaféresis diaria
hasta que el nimero de células progenitoras fuese el sufuciente. Después de la terapia
mieloablativa la rdpida reinfusién de los progenitores hematopoyéticos permitié la

recuperacion de la médula dsea.

En el disefio experimental seguido en nuestro estudio se consideraron los

siguientes tipos de variables:

> Anatomopatoldgicas:

- Tipo histolégico
- Grado histolégico
- Receptores de estrégenos y progesterona

» Clinicas:
- Estadio: tamafio del tumor primario, metastasis ganglionares regionales y

metdstasis a distancia
- Respuesta al tratamiento administrado
- Demogrificas: edad, estado menopdusico
- Tasa de recidivas a 5 afios
- Supervivencia libre de recidiva (pacientes sometidas a cirugia)

- Supervivencia libre de progresion (pacientes con enfermedad metastésica

o loco-regional irresectable)

- Supervivencia global (todas las pacientes).
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Las muestras se clasificaron bajo el criterio general de su pertenencia a los

estadios I, II, III, y IV que se resumen en la siguiente Tabla:

Tabla 1. Estadios del cincer de mama

Estadios del cancer de mama

Estadio I Tumores invasivos sin metastasis ganglionares

Estadio 1T Este estadio engloba tanto los tumores de gran tamafio que sin
embargo no presentan afectaciéon ganglionar, como los de pequeiio

tamafio con metdstasis ganglionares loco-regionales.

Estadio III En este estadio se incluyen los tumores de mayor tamafio en los que

existe una afectacion de los ganglios loco-regionales y periféricos.

Estadio IV Este estadio se caracteriza por la presencia documentada de metéstasis

distantes y/o de la cadena ganglionar supraclavicular.

Esquema del estadiaje en cdncer de mama

Es importante constatar que, a efecto de establecer el valor prondstico de
algunos de los pardmetros clinicos y/o moleculares determinados en el estudio, todas las
muestras que se incluyeron en nuestro andlisis pertenecieron a pacientes diagnosticadas
con anterioridad a 1995, con lo que se asegurdé que el seguimiento clinico tuviese un
minimo de cinco afios. Como controles se utilizaron muestras procedentes de pacientes
con patologia mamaria benigna sometidas a reseccioén de sus lesiones no tumorales y/o

de tejido mamario normal.

Asimismo, y para preservar la integridad de los tumores y la correcta
conservacion del material bioldgico, el procedimiento seguido fue el que se describe a
continuacién. Tras su extraccion durante el acto quirtirgico, una fraccién de las muestras

de tejido fueron congeladas inmediatamente en nitrogeno liquido y se conservaron a
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- 80° C hasta el momento de su utilizacién. Otra parte del tumor fue procesado para

estudios histolégicos, como se describe a continuacion.

En primer lugar y tras recibir la pieza de tejido completa, se procedi6 al tallado
de la muestra, proceso consistente en hacer secciones del mismo con el fin de localizar y
aislar los nédulos sospechosos. Una vez aislados, éstos fueron fijados por inmersion en
un bafio de formol tamponado al 4%. La fijacion consigue interrumpir los procesos de
degradacion que aparecen tras la muerte celular, lo que pretende conservar la
arquitectura y composicién tisular lo mas préxima posible a como se encontraba en el

organismo.

A continuacion, las muestras se sometieron a sucesivos tratamientos necesarios
para su inclusién en parafina y posterior procesamiento. En primer lugar, las muestras
fueron sometidas a un progresivo proceso de deshidratacién que permitié eliminar el
agua existente en el especimen. Esta operacién se llevo a cabo empleando baifios
sucesivos, de 2 6 3 horas de duracién cada uno, en alcoholes de graduacidn creciente

50%, 70%, 80%, 95% vy, por ultimo, alcohol absoluto.

Tras la deshidratacion las muestras se sometieron a un “aclarado”, proceso en el
que se sustituye el agente deshidratante por una sustancia miscible en el medio de
inclusién, en este caso se utilizé xileno. Se procedié a sumergir las muestras tisulares en
bafios sucesivos, 3 de 30 minutos cada uno, en distintos recipientes con xileno. Una vez
completado este proceso, se procedi6 a la infiltracién o impregnacién de la muestra, que
consiste en rellenar o infiltrar completamente la muestra histopatoldgica con el medio

que se va a utilizar para la inclusion en el bloque final.

En el estudio de la histopatologia de la mama la sustancia de infiltracion
empleada es la parafina liquida a una temperatura de 58° a 65° C, dependiendo del punto
de fusién de la misma. En este punto, las muestras se pasaron directamente desde el
ultimo bafio de xilol a un recipiente con parafina liquida. Para facilitar la completa

impregnacion y eliminar totalmente los restos de xilol se realizaron dos bafios sucesivos
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en diferentes recipientes con parafina liquida de 2 horas de duracion cada uno de ellos y

un ultimo bafio de 4 horas de duracion que permite que la impregnacién sea perfecta.

En ocasiones se llevo a cabo una infiltracion automatizada, técnica en la que se
utiliza un sistema generador de vacio con lo que se aumenta la velocidad y la eficiencia
de la infiltracién. Una vez completada la infiltracién de la muestra, ésta fue encastrada
en un molde metdlico para la confeccion del bloque caracteristico. Los tejidos
infiltrados fueron orientados de forma adecuada, en funcion de la superficie de interés,
en el molde metdlico y se recubrieron con la misma parafina liquida con la que habian
sido infiltrados. El material metédlico del molde junto con un enfriamiento lento a 10°-
15° C confirieron una dureza homogénea al bloque. Estas muestras se conservaron en el

Servicio de Anatomia Patolégica de los correspondientes hospitales.

En este punto la muestra en el bloque de parafina se sometié al corte con
microtomo. Los cortes, de 5 wm de grosor, se realizaron sobre un recipiente con agua
caliente (40-50° C) en donde quedaron flotando, para recogerse posteriormente
introduciendo un portaobjetos de forma vertical en el agua de manera que el corte quedé
depositado sobre dicho portaobjetos. El recubrimiento de polilisina de los portaobjetos
junto con un secado en estufa a 60° C durante 10-20 minutos (o a 37° C durante 14-16
horas), permitié que el corte quedase perfectamente adherido antes de proceder a su

tincion.

Esta primera tincién tuvo como objeto identificar los nédulos de caricter
tumoral y conocer el tipo histolégico de los mismos. En primer lugar se elimind la
parafina del corte siguiendo un proceso de desparafinizacién. Para ello, los cortes
histolégicos se dejaron en estufa a 60° C durante 14 horas, de manera que la parafina

volvié de nuevo a un estado liquido.

Posteriormente, las muestras se hidrataron de forma progresiva para lo que se
realiz6 una primera incubacién en xilol durante 20 minutos, seguido de 5 lavados

sucesivos de 2 minutos de duracidn cada uno de ellos en distintas cubetas que contenian
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xilol. A continuacion, se realizaron lavados sucesivos de los cortes con alcoholes de
concentracion decreciente, cuya proporcién va disminuyendo desde el alcohol absoluto
hasta el 70% etanol, seguido de sucesivos lavados que se efectuaron empleando agua
bidestilada. De esta manera, la muestra va adquiriendo el nivel de hidratacién 6ptimo

para la tincién, ya que los colorantes son miscibles en agua.

La primera tincién a los cortes de tejido fue con Henatoxilina de Harris: 0.5%
Hematoxilina, 5% alcohol absoluto, 10% alimina potésica, 0.25% 6xido de mercurio.
Antes de ser aplicada a la muestra, la solucién se suplementé con 0.8% dacido acético y
fue filtrada. Este colorante tifie especificamente los niicleos celulares. Los cortes se
lavaron tres veces sucesivas con agua destilada durante 2 minutos. A continuacién se
tifieron durante 3 6 4 minutos con una solucién de 0.5% eosina, que marca el
componente citopldsmico, y posteriormente las preparaciones se lavaron tres veces

sucesivas con agua destilada durante 2 minutos.

En este punto y antes de proceder a su montaje y posterior observacion, las
muestras se sometieron a un proceso de deshidratacién. Con este fin, los cortes se
pasaron por gradientes crecientes de etanol. El primer bafio, de 2 minutos, se realiz6 con
70% etanol para posteriormente pasarlos a un recipiente que contenia 80% etanol, en
donde permanecieron 2 minutos mas. En este momento las preparaciones se pasaron a
un bafio de 95% etanol, donde se incubaron 2 minutos antes de ser transferidas a un

recipiente con xilol, en donde permanecieron durante un periodo de 10 minutos.

A continuacion, se llevaron a cabo varias inmersiones de un minuto de duracion
de las preparaciones en diferentes recipientes con xilol con el fin de lograr la perfecta
deshidratacion de los cortes. Por ultimo, las preparaciones fueron recubiertas con un
cubreobjetos impregnado en medio de montaje para histologia (Entellan®, Merck KG,
Darmstad, Alemania) para asegurar su correcta conservacion. Mediante este tipo de
tincion se identificaron los nédulos tumorales que fueron posteriormente utilizados para

las siguientes investigaciones.
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1.2.Lineas celulares

Las lineas celulares continuas empleadas en nuestro estudio fueron adquiridas en la
“American Type Culture Collection” (ATCC, Rockville, MD, EEUU) y fueron las

siguientes:

¢ BT-474: Linea celular procedente de un tumor sélido de tipo ductal invasivo
originario de una paciente de 60 afios de edad. Estas células demostraron tener
capacidad generadora de tumores en ratones atimicos, en los que estas células

habfan sido inyectas (Lasfargues et al., 1978).

¢ SK-BR3: Linea celular procedente de la efusién pleural del adenocarcinoma
mamario de una paciente de 43 afios. Estas células demostraron tener capacidad
para generar tumores en ratones atimicos en los que estas células habian sido

inyectadas (Trempe et al., 1976).

¢ MCEF-7: Linea celular establecida en 1970 y procedente de la efusién pleural de
una mujer de 69 afios con carcinoma mamario metastatico (después de recibir
tratamiento con radioterapia y hormonoterapia). Estas células expresaron
receptores de estrogenos y fueron capaces de formar focos de transformacién

(Soule et al., 1973).

¢ MDA-MB-231: Linea celular procedente de la efusién pleural de una paciente
de 51 afnos con adenocarcinoma mamario. Estas células demostraron tener

capacidad para formar metéstasis in vivo (Higuchi et al., 1980).

Las células se sembraron en placas de 6 6 10 cm de didmetro (IWAKI Brand,
Chiba, Japén) o bien en frascos de cultivo de 25 6 75 cm?’ (Becton Dickinson Labware,
Franklin Lakes, NJ, EEUU) y se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con
10% de suero bovino fetal y 2 mM glutamina. En el caso del cultivo de la linea celular
BT-747 se requiri6 la adicion de un suplemento de 10 pg/ml insulina (Life

Technologies, Inc. Ltd., Paisley, Reino Unido).
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Las células se incubaron en una estufa himeda de CO,/O;, (5%/95%) a 37° C
durante todo el periodo de cultivo. El medio de cultivo se substituyé por medio fresco
cada tres dias. Cuando las células alcanzaron un grado de confluencia del 70-80% se
lavaron dos veces con 10 ml de PBS estéril seguido de tratamiento con tripsina,
diluyéndose a continuacién a distintas concentraciones en nuevas placas de cultivo con

medio fresco.

2. Metodologia

2.1. ‘Estudio de la expresion génica mediante experimentos de

transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Para el andlisis diferencial del nivel de expresiéon del RNA mensajero del factor de
crecimiento heregulina, el receptor de membrana HER-2 y la proteina serina/treonina
quinasa Akt, se realizaron experimentos de transcripcion reversa y reaccidon en cadena

de la polimerasa (RT-PCR).

Para ello, en primer lugar se procedi6 a la extraccion del RNA de las muestras
tumorales y de las lineas celulares de cdncer de mama utilizadas como control en

nuestros experimentos.

2.1.1 Extraccion de RNA total

La cantidad de tumor empleado para la extraccion del RNA total vari6 en funcién de la
disponibilidad de tejido. Generalmente, se empleé 0.1 g de tejido, previamente
congelado en fresco en nitrogeno liquido tras la reseccién quirdrgica del tumor y
conservado a -80° C para preservar su integridad hasta el momento de su utilizacion y
almacenado en el Banco de Tumores. Manteniendo la masa tumoral en hielo seco, se
aislé un fragmento de la misma y se transfirié a un tubo eppendorf autoclavado al que
se afiadi6 1 ml de TriPure MIsolation Reagent (Roche Diagnostics, Mannheim,

Alemania).
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A continuacion, las muestras se procesaron siguiendo el protocolo adjunto. En
primer lugar se procedi6 a la homogeneizacién del tejido en TriPure VIsolation Reagent
empleando un disgregador de tejido (Kontes, Vineland, NJ, EE UU). Posteriormente, el
homogenado se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente, para facilitar la
disgregacion de los complejos proteicos que podrian existir en el nicleo. Seguidamente,
se afladieron 200 pl de cloroformo, lo que originé dos fases que se mezclaron de forma

enérgica empleando un vortex.

El siguiente paso consistié en una incubacién de 10 minutos a temperatura
ambiente, seguido de la centrifugacién de las muestras a 14.000 r.p.m. en centrifuga
refrigerada a 4° C. Tras esta centrifugacion, se visualizaron tres fases, procediéndose a
recoger la fase acuosa superior. Esta fase, que contiene el RNA, se trasladé a un nuevo
tubo eppendorf autoclavado al que se afiadi6é 500 pl de isopropanol frio. A continuacion,
se mezclaron por inversion la fase que contenia el RNA y el isopropanol,
manteniéndose a temperatura ambiente durante 5-10 minutos, lo que permiti6é la

precipitacién del RNA.

Seguidamente, las muestras se centrifugaron de nuevo a 14.000 r.p.m. durante
10 minutos manteniendo una temperatura de 4° C. En este punto se elimind el
sobrenadante y el precipitado resultante se lavo con 1 ml de 70% etanol, mezclando por
inversion. Posteriormente, las muestras se centrifugaron de nuevo a 10.000 r.p.m. a4° C
durante 5 minutos. Una vez lavado el RNA y eliminado el etanol, el precipitado
presente en el fondo del tubo se secd, al aire o empleando una bomba de vacio y se

resuspendi6 en un volumen adecuado de agua de elevada pureza y libre de RNasas.

Una vez extraido el RNA de las muestras tumorales, se conservo a -80° C para
preservarlo de su degradacién. Durante todos los procedimientos empleados en nuestro
estudio, se eludieron los procesos de descongelacién y congelacion sucesivas del RNA

que afectan en gran medida a su estabilidad.



Material y métodos

La concentracion del RNA se determiné mediante técnicas espectrofotométricas
(Shimadzu CL720 V3, Kyoto, Jap6n), a 260 nm, longitud de onda a la que absorben los
dcidos nucleicos, y a 280 nm, longitud de onda a la que absorben las proteinas. La
concentracion de RNA de la muestra se determind a partir de la absorbancia a 260 nm y
el grado de pureza del mismo al hacer la relacién entre la absorbancia obtenida a 260
nm y a 280 nm (A260/A280). Consideramos que la pureza era elevada si la relacién de
absorbancias se situaba entre 1.8 y 2.0. La calidad del RNA se comprobd, asi mismo,
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en tamp6n TBE (89 mM trizma base, 89
mM 4cido bérico, | mM EDTA), con 0.5 pg/ml bromuro de etidio, observandose las

dos bandas correspondientes al RNA ribosémico.

2.1.2 Experimentos de RT-PCR.

Una vez comprobada la pureza del RNA y conociendo la concentracion de las diferentes
muestras, se retrotranscribié 1 pgr de RNA mediante el kit de retrotranscripciéon Super
Script II Rnase H Reverse Transcriptase (Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido). Para la
realizacién de este procedimiento se empleé como cebador el “random hexamers”
(Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido), consistente en una mezcla de todas las posibles

secuencias hexaméricas.

El protocolo seguido para la sintesis del DNA complementario (cDNA) consistio
en una primera incubacion en tubos de PCR autoclavados de 1 pgr de RNA junto con 1
ul de random hexamers y agua tratada con RNasas hasta alcanzar un volumen final de
13,5 ul. Esta mezcla se incub6 durante 5 minutos a 70° C con el fin de disociar los
heterodiplex de RNA presentes y a continuacién se enfrié inmediatamente en hielo.
Posteriormente, a la mezcla de reaccion se afiadi6é 4 ul 5x Buffer First Strand, 2 ul 0.1
M DTT y 0.5 pul de 100 mM de una mezcla de dinucledtidos trifosfato (dNTPs),
incubandose a 25° C durante 10 minutos para la activacién de los random hexamers.
Seguidamente se afiadi6 1 pl del enzima Super Script II RNase H Reverse

Transcriptase llevandose a cabo la reaccion de retrotranscripcion a 42° C durante 1 hora.
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La inactivacién de la retrotranscriptasa requirié de una posterior incubacién a 70° C

durante 15 minutos de la totalidad del volumen de reaccion.

Todas las incubaciones realizadas a lo largo del proceso se llevaron a cabo en un
termociclador (Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400, Applera Biosystem,
Bedford, MA, EEUU), lo que asegur6 que las distintas temperaturas requeridas en cada
uno de los pasos, asi como los tiempos de incubacién pertinentes, fuesen los adecuados

en cada momento.

El conjunto de los DNAs complementarios sintetizados durante este proceso
representan, tedricamente, todos los mensajeros existentes en la célula en el momento
de su extraccion. Por este motivo, a partir de estos cDNAs podemos amplificar por PCR
cualquier gen que se estuviese expresando en ese momento en la célula. A partir de este
cDNA amplificamos los mensajeros correspondientes al factor de crecimiento
heregulina, asi como a la forma completa del receptor de membrana HER-2 y a una
forma truncada del mismo resultado de un procesamiento alternativo (splicing
alternativo). Asimismo, mediante este procedimiento se estudi6 el nivel de expresion de
las diferentes isoformas de la proteina serina/treonina quinasa Akt. De forma
complementaria se amplificaron dos genes cuya expresion es constitutiva, la proteina
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y la proteina de unién a la caja
TATA (TBP). Para ello se emplearon cebadores especificos para cada uno de los genes

a amplificar en nuestro estudio y que se describen a continuacién.

HER-2 completo Secuencia de los cebadores
HER-2 sentido 5'-TCAGCCCCAGAATGGCTCAGTGACC-3'
HER-2 antisentido 5'-CATAAGCTGTGTCACCAGCTGCACC-3'
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HER-2 truncado

Secuencia de los cebadores

HER-2 truncado sentido

HER-2 truncado antisentido

5-TCAGCCCCAGAATGGCTCAGTGACC-3'

5'-CCCCTTTTATAGTAAGAGCCCCAGA-3'

Heregulina

Secuencia de los cebadores

Heregulina sentido

Heregulina antisentido

5-AGTCCTTCGGTGTGAAACCA -3'

5'-GGCATACCAGTGATGATCTC-3'

Aktl

Secuencia de los cebadores

Akt] sentido

Akt antisentido

5-ATGAGCGACGTGGCTATTGTGAAG-3'

5'-GAGGCCGTCAGCCACAGTCTGGATG3'

Akt2

Secuencia de los cebadores

Akt2 sentido

Akt2 antisentido

5'-ATGAATGAGGTGTCTGTCAT-3'

5-TGCTTGAGGCTGTTGGCGACC-3'

Akt3

Secuencia de los cebadores

Akt3 sentido

Akt3 antisentido

5-ATGAGCGATGTTACCATTGT-3'

5-CAGTCTGTCTGCTACAGCCTGGATA-3'
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GAPDH Secuencia de los cebadores
GAPDH sentido 5'-GGGCTGCCTTCTCTTGTGAC-3'
GAPDH antisentido 5-CGACAGTAGACTCCACGACA-3'
TBP Secuencia de los cebadores
TBP sentido 5'-CACGAACCACGGCACTGATT-3'
TBP antisentido 5-TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC-3'

2.2 Determinacion de la expresion proteica mediante transferencia

Western

Para la determinacion del nivel de expresion de las distintas proteinas analizadas en
nuestro estudio, se procedi6 a la realizacion de electroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS seguido de una posterior transferencia Western e incubacion con anticuerpos

especificos

2.2.1 Obtencion del extracto proteico de las lineas celulares empleadas

como control de expresion

Las células se mantuvieron en una estufa himeda de CO,/O; (5%/95%) a 37° C durante
todo el periodo de cultivo. El medio de cultivo se substituyé por medio fresco cada tres
dias. Cuando las células alcanzaron un grado de confluencia del 70-80% se lavaron dos
veces con 10 ml de PBS estéril seguido de tratamiento con tripsina recogiéndose a
continuacién en tubos de 10 ml para su centrifugacién a 1.500 r.p.m. durante 5 minutos.
De forma sucesiva y tras eliminar el sobrenadante, las células se lavaron de nuevo
empleando 10 ml de PBS y se centrifugaron a 1.500 r.p.m. durante un periodo de 5

minutos. A continuacién, se eliminé el sobrenadante y las células se mantuvieron en
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hielo en donde se les afadio 200 pl de tampén de homogeneizaciéon RIPA, cuya
composicion es la siguiente: 20 mM fosfato sédico pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 1% Triton X-100. En el momento de su utilizaciéon se afiadieron al tampo6n
inhibidores de proteasas, tales como 1% aprotinina, 2 mM fenilmetilsulfonil fluoride
(PMSF), 10 pug/ml leupeptina, e inhibidores de fosfatasas tales como 2 mM Naz;VOsy
50 mM NaF (SIGMA-Aldrich, Saint Louis, MI, EE UU).

Las células se homogeneizaron en este tampon empleando una pipeta
manteniendo el tubo en hielo en todo momento. Posteriormente el lisado celular fue
transferido a un tubo eppendorf para a continuacién centrifugarse a 14.000 r.p.m., en
centrifuga refrigerada a 4° C, durante un periodo de 15 miutos. El sobrenadante
obtenido tras este paso se transfiridé a un nuevo tubo debidamente identificado. La
concentracion de proteina de cada una de las lineas celulares se determind mediante el
método colorimétrico BCA Protein Assay (Pierce, Rockford, IL, EE UU), empleando
una curva patrén de proteina de concentracién conocida (1mg/ml BSA). A una dilucién
1: 50 de la muestra de proteina se afiadié un volumen de una mezcla (50:1) de acido
bicinconinico (tartrato sddico, carbonato sédico y bicarbonato sédico, pH 11.25) y 4%
sulfato de cobre pentahidratado. La reaccién transcurrié a 37° C durante 30 minutos y la
deteccién colorimétrica se realizo a una longitud de onda de 540 nM en el

espectrofotémetro (Shimadzu CL720 V3, Kyoto, Japén).

222 Obtencion del extracto proteico de los tumores primarios

La cantidad de tumor empleado para la extraccion de proteina total de cada una de las
muestras varié en cada caso en funcién de la disponibilidad de tejido. En general, se
empled 0.1 g de tejido, previamente congelado en fresco en nitrogeno liquido tras la
reseccion quirdrgica del tumor y conservado a -80° C en el Banco de Tumores para

preservar su integridad.

Manteniendo la masa tumoral en hielo seco, se aisl6 un fragmento de la misma

que se transfirié a un tubo eppendorf junto con 200 ul de tampdén de homogeneizacidén
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RIPA, cuya composicion es la siguiente: 20 mM fosfato sédico pH 7.4, 150 mM NaCl,
5 mM EDTA, 1% Triton X-100. En el momento de su utilizacion se afiadieron al
tampdn inhibidores de proteasas, tales como 1% aprotinina, 2 mM fenilmetilsulfonil
fluoride (PMSF), 10 pg/ml leupeptina, e inhibidores de fosfatasas tales como 2 mM
Na;VO,y 50 mM NaF (SIGMA-Aldrich, Saint Louis, MI, EE UU).

Las muestras se homogeneizaron en este tampdon empleando un disgregador de
tejido (Kontes, Vineland, NJ, EE UU) y posteriormente se centrifugaron a 14.000
r.p.m., en centrifuga refrigerada a 4° C, durante un periodo de 15 minutos. El
sobrenadante obtenido tras este paso se transfiri6 a un nuevo tubo debidamente
identificado. La concentracién de proteina de cada una de las muestras se determind
mediante el método colorimétrico BCA Protein Assay (Pierce, Rockford, IL, EE UU),
empleando una curva patrén de proteina de concentracion conocida (1mg/ml BSA). A
una dilucién 1: 50 de la muestra de proteina se afiadié un volumen de una mezcla (50:1)
de acido bicinconinico (tartrato sédico, carbonato sédico y bicarbonato sédico, pH
11.25) y 4% sulfato de cobre pentahidratado. La reaccién transcurrié a 37° C durante 30
minutos y la deteccién colorimétrica se realizé a una longitud de onda de 540 nM en el

espectrofotémetro (Shimadzu CL720 V3, Kyoto, Japén).

2.2.3 Electroforesis en geles de poliacrlamida-sodio dodecil sulfato (SDS-PAGE)

Para la separacion de las distintas proteinas que componen el total del homogenado
tumoral y/o linea celular, se procedié a la realizacién de electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) siguiendo el procedimiento de geles discontinuos y

sistema de tampones de Laemmli (Laemmli et al., 1970).

Para la preparacion de estos geles se utilizaron cristales de 8.5 x 6 cm, separados
entre si por unos espaciadores de 1.5 mm de espesor (Mini-protean III, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EE UU). Los geles constaban de dos fases, una superior de
mayor tamafio de poro, denominado gel concentrador, que tiene como funcién la

concentracion de las muestras, de manera que todas ellas entren en el mismo momento
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en la fase de resolucion y una inferior de tamafio de poro variable en funcién del peso

molecular de la proteina a analizar, denominado gel de resolucién.

La composicién del gel superior o concentrador es invariable y consiste en: 125
mM Tris-HCI pH 6.5, 0.1% SDS, 4% acrilamida/bisacrilamida (29:1), 0.1% persulfato
amonico, 26 uM TEMED. Por su parte, la composiciéon de la porcion inferior o gel
separador es la siguiente: 38 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.1% SDS, 0.1% persulfato
amonico, 8.6 uM TEMED vy una concentracién variable de acrilamida/bisacrilamida

(29:1).

En el caso del andlisis del nivel de expresion del receptor HER-2 total y de su
estado de fosforilacién, se utilizé una concentracion del 8% poliacrilamida en el gel de
resolucion; en el estudio de la expresion del factor de crecimiento heregulina se
emplearon geles con un porcentaje del 15% poliacrilamida. Para estudiar la expresion
basal de MAPK y su estado de activacidon se emplearon geles con un porcentaje de
acrilamida/bisacrilamida del 12%, y en el estudio del nivel de expresion de las
isoformas de Akt y de su estado de fosforilacion se requirieron geles del 9%

poliacrilamida.

En cada experimento se resolvieron en cada uno de los pocillos de los geles
cantidades similares de proteina procedente de cada una de las muestras tumorales a
analizar. Como control de expresion se utilizé una muestra procedente de un lisado de
linea celular continua en cada experimento, cuya cantidad varié dependiendo de la
proteina a analizar en cada caso. Al volumen de lisado conteniendo la cantidad de
proteina necesaria en cada caso se le afiadi6 la proporcién adecuada de tamp6n de carga
de electroforesis 4x, cuya composicién es la siguiente: 250 mM Tris-HCI pH 6.8, 40%

glicerol, 8.2% SDS, 64 mM B-mercaptoetanol, azul de bromofenol.

La coloracién de las muestras, proporcionada por el azul de bromofenol del
tampdn de carga, permitié seguir la migracién de las muestras a lo largo del gel de

resolucién y el uso simultdneo de un marcador de peso molecular pretefiido (Prestained
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Low-Molecular Weight Marker, Prestained High-Molecular Weight Marker, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EE UU) nos permiti6 seguir la resolucién de las muestras.
Antes de ser aplicadas al gel, las muestras fueron hervidas en un bafo a 95-100° C

durante 5 minutos con el fin de disociar los complejos poli-proteicos.

La electroforesis se llevo a cabo en condiciones de voltaje constante (200 voltios
durante aproximadamente 1 hora). La composicion del tampén de electroforesis es la
siguiente: 25 mM Trizma base, 192 mM Glicina, 0.1 % SDS, empleando una cubeta de

electroforesis (Mini-protean III, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE UU).

2.2.4. Transferencia electroforética e inmunodeteccion (“Western blotting”)

Una vez completada la electroforesis y tras eliminar el gel concentrador se procedié a la
transferencia de las proteinas desde el gel de resolucion a una membrana de
nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE UU) empleando para ello el
Mini-Trans-Blot Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE UU),
siguiendo el protocolo estindar. El gel y la membrana de nitrocelulosa se equilibraron
previamente en el tampén de transferencia, compuesto por 50 mM Trizma base, 384
mM glicina, 0.1 % SDS, 20 % metanol, durante 10 minutos. La transferencia se llevé a
cabo en condiciones de amperaje constante a 300 mA durante un periodo de 4 horas, en
ambiente refrigerado a 4° C, con lo que se evita un calentamiento excesivo de la

solucidn, lo que interferiria en la estabilidad de las proteinas.

Una vez completada la transferencia electroforética, la membrana de
nitrocelulosa se lavé con una solucién compuesta de 20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl
pH 7.4, 0.1 % Tween-20 (TBST) para eliminar los restos de sales presentes en el
tampén y equilibrar la membrana para los sucesivos pasos del procedimiento. Los

lavados se desarrollaron con agitacidn constante y a temperatura ambiente.

Tras este paso, la membrana se incub6 con una solucién de bloqueo, la cual evita

las uniones inespecificas del anticuerpo a la misma. La composicién de la solucién de
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bloqueo varié dependiendo del anticuerpo empleado. Asi, para el estudio de expresion
del factor de crecimiento heregulina se empled una solucién de bloqueo compuesta por
un 5% de caseina (Tropix Applied Biosystems, Bedford, MA, EEUU), en TBST. En el
caso del andlisis del nivel de expresion de HER-2, forma total y fosforilada de MAPK y
del estado de fosforilacién de Akt, se utilizé una solucién de bloqueo compuesta de 5%
leche desnatada en TBST. En el caso del estudio del estado de activacion de HER-2, asi
como en el andlisis de la expresion de las isoformas de Akt, la solucién de bloqueo se
componia de 3% leche desnatada en TBST. El bloqueo transcurrié durante 1 hora a
temperatura ambiente o bien a 4° C en el caso de que se realizara durante toda la noche

(14-16 horas).

Una vez bloqueadas las uniones inespecificas, se procedi6 a la incubacion de la
membrana con el anticuerpo especifico para cada una de las proteinas consideradas en

nuestro estudio, y que fueron los siguientes:

HER-2
5

» Para la caracterizacion de la forma completa del receptor HER-2 (p18 ), asi

como de una forma truncada del mismo producida por un mecanismo de

protedlisis (p95HER'2

), se utilizé un anticuerpo monoclonal anti-HER-2, clon
CBI11 (BioGenex, San Ramon CA, EE UU), dirigido contra el dominio
intracelular del receptor, es decir, contra la porcion C-terminal del mismo a una

dilucién 1:200 en leche desnatada al 5% en TBST durante 3 horas a temperatura

ambiente y en agitacién constante.

» Para el estudio de la forma completa del receptor HER-2 (p185HER'2

) y una
forma truncada de éste obtenida mediante un mecanismo de procesamiento
alternativo del RNA que codifica para el fragmento extracelular del receptor
HER-2 (plOOHER'z), se emplearon dos anticuerpos diferentes dirigidos contra el
dominio N-terminal del receptor y que fueron los siguientes: anticuerpo

monoclonal anti-HER-2, clon 10A7 ( Novocastra Laboratories Ltd, Newcastlle,

Reino Unido), a una dilucién 1:500 en 3% leche desnatada en TBST, y el
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anticuerpo monoclonal anti-HER-2, clon L87 (Lab Vision Corporation,
Fremont, CA, EE UU), a una dilucién 1:200 en 5% leche desnatada en TBST.
Las condiciones de incubacién en ambos casos fueron de 2 horas a temperatura

ambiente y en agitacién constante.

Para el andlisis de expresion del factor de crecimiento heregulina, se emple6 un
anticuerpo monoclonal anti-heregulina, clon 7D5 (NeoMarkers, Fremont CA,
EE UU), que reconoce especificamente el dominio extracelular de esta
glicoproteina. El anticuerpo fue empleado en dilucién 1:200 en un 5% caseina
(Tropix Applied Biosystems, Bedford, MA, EE UU) en TBST, durante 2 horas a

temperatura ambiente y en agitacion constante.

HER-2 HER-2
5 5

Para la deteccion del nivel de fosforilacién de p18 se utilizé un

yp9
anticuerpo policlonal dirigido contra la forma activa del receptor (Upstate
Biotechnology, Lake Placid, NY, EE UU), que reconocia exclusivamente el
residuo de tirosina 1248 cuando éste se encontraba fosforilado. Este anticuerpo

se utilizé a una dilucién 1:2000 en 3% leche desnatada en TBST durante 14-16

horas a 4° C y en agitacion constante.

Para estimar los niveles totales de MAPK se emple6 un anticuerpo policlonal
cuya dilucién fue 1:1000 en 5% leche desnatada en TBST. Para el estudio de la
forma activada de MAPK p42/p44, se empled un anticuerpo monoclonal, clon
E10, que detecta p42 y p44 (Erkl y Erk2) dnicamente cuando se encuentran
fosforiladas de forma simultanea la treonina 202 y la tirosina 204 de la proteina
Erk humana (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, EE UU), a una dilucién
1:2000 en la misma solucién. Las condiciones de incubacién en ambos casos

fueron de 2 horas a temperatura ambiente y en agitacién constante.

Para el estudio de los niveles de expresion de las isoformas de Akt, Aktl y Akt2,
se utilizaron anticuerpos policlonales dirigidos contra una secuencia especifica

de cada isoforma localizada en sus respectivos dominios carboxi-terminales
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(Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EE UU). Estos anticuerpos se
emplearon a una dilucién 1:500 en 5% leche desnatada en TBST durante 2 horas

a temperatura ambiente y en agitacién constante.

» El estudio de los niveles de expresion de la forma activa de Akt en las distintas
muestras, se realizd mediante la utilizacion de un anticuerpo policlonal que
reconoce Unicamente las moléculas de Akt cuya serina 473 se encuentra
fosforilada (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, EE UU). Este anticuerpo
se empled a una dilucién 1:1000 en 5% leche desnatada en TBST durante 2

horas a temperatura ambiente y en agitacion constante.

Tras la incubacién de la membrana con los anticuerpos especificos correspondientes a
cada caso y en las condiciones resefiadas, se realizaron tres lavados de la membrana de
nitrocelulosa, de 10 minutos de duracion cada uno de ellos, con TBST. Posteriormente,
las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente
y en condiciones de agitacion constante con un anticuerpo secundario anti-ratén
conjugado con peroxidasa de rdbano (Amersham Pharmacia Biotech., Little Chafont,
Reino Unido) en el caso de que los anticuerpos primarios fueran monoclonales y con un
anticuerpo secundario anti-conejo (Amersham Pharmacia Biotech., Little Chafont,
Reino Unido), o anti-cabra (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EE UU),
dependiendo de los distintos casos, conjugados asimismo con peroxidasa de rabano, en

el caso de que los anticuerpos primarios fueran policlonales .

La deteccion de la presencia de las respectivas proteinas se completé mediante
un método quimioluminiscente, incubando la membrana con el reactivo SuperSignal
West Dura Extended Duration Substrate (Pierce Rockford, IL, EE UU), siguiendo el
protocolo estdndar. Finalmente la membrana se expuso a un film fotografico (MIN-R
Mammography film, Kodak, Rochester, NY, EE UU), realizdndose distintos tiempos de

exposicion del mismo, que en general variaron entre 10 segundos y quince minutos.
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2.2.5. Andlisis densitométrico

El anélisis densitométrico de las bandas correspondientes a los distintos niveles de
expresion de las diferentes proteinas analizadas a lo largo del estudio se realizd tras
escanear el gel con el esciner A4 EPP (Kodak, Rochester, NY, EE UU) y
densitometrarlo con el GS-700 Imaging Densitometer mediante el software Molecular

Analysis, version 1.5 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE UU).

2.3 Determinacion de la expresion proteica y localizacion subcelular

mediante técnicas inmunohistoquimicas

El nivel de expresion y la localizacién subcelular de las distintas proteinas analizadas en
nuestro estudio se llevé a cabo mediante experimentos de inmunohistoquimica,
realizados en paralelo a las transferencias Western. Las técnicas inmunohistoquimicas
se realizaron en colaboracion con el Dr. Federico Rojo del Laboratorio de Investigacion

Oncoldgica del Servicio de Oncologia Médica del Hospital Vall d'Hebrén (Barcelona).

En primer lugar se procedi6 a la obtencion de cortes histoldgicos de las muestras
tumorales que, tras su extraccion durante el acto quirtrgico, habian sido inmediatamente
fijadas en 4% formol tamponado e incluidas en parafina en los Servicios de Anatomia
Patolégica de los respectivos hospitales de origen de las muestras. Mediante la
utilizacién de un microtomo de parafina se realizaron cortes del tejido de un espesor de
5 um, se adhirieron a portaobjetos recubiertos de polilisina y, seguidamente, se procedio

a su desparafinizacion para la realizacion de la posterior técnica inmunohistoquimica.

Para ello, en primer lugar, los cortes histologicos se incubaron en estufa a 60° C
durante 14 horas, de manera que la parafina volvié de nuevo a un estado liquido.
Posteriormente, las muestras se hidrataron de forma progresiva para lo que se realizé
una primera incubacién en xilol durante 20 minutos, seguido de 5 lavados sucesivos de
2 minutos de duracién cada uno de ellos en distintas cubetas que contenian xilol. A
continuacién, se realizaron lavados sucesivos de los cortes con alcoholes de

concentracion decreciente cuya proporcién va disminuyendo desde el alcohol absoluto
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hasta el 70% etanol seguido de lavados sucesivos que se efectuaron empleando agua
bidestilada. De esta manera, la muestra va adquiriendo el nivel de hidratacién éptimo

para la tincién inmunohistoquimica.

En este momento, dependiendo de las especificaciones del anticuerpo y en
determinados casos, tal como sucede para la deteccioén del receptor HER-2, puede ser
necesario proceder a una reacciéon que favorezca la exposicion del antigeno al
anticuerpo. Este proceso se llevo a cabo en un microondas a media potencia durante 2 6
3 minutos, pero el procedimiento demostré ser mas eficaz cuando se desarroll6 en

autoclave a 110° C durante 3 minutos.

Durante este proceso los portaobjetos con los cortes histolégicos deben estar
sumergidos en 10 mM tampon citrato pH 6.6 (Buffer for Antigen Retrieval, DAKO
Corporation, Carpinteria, CA, EE UU). La solucién se dejé enfriar a temperatura
ambiente antes de su eliminacién y, posteriormente, se realizaron varios lavados de los
cortes con agua destilada y de 2 minutos de duracién cada uno de ellos, con el objeto de

eliminar del tejido los restos de tampon citrato.

El siguiente paso del proceso tenia como finalidad eliminar la actividad
peroxidasa enddgena del tejido, que podria interferir en la deteccion
inmunohistoquimica de la proteina de interés. Para ello, las muestras se incubaron en un
recipiente de vidrio con una solucién de 3% H,0O, en metanol, durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Tras esta incubacién, se procedié a la eliminacion de esta
solucién lavando de forma repetida las muestras con agua bidestilada. Finalmente, y
para el manejo de las muestras durante el resto del proceso, la preparacion de tejido se

roded con Sigmacote (SIGMA-Aldrich, Saint Louis, MI, EE UU).

Posteriormente, los cortes histolégicos se incubaron con una solucién de bloqueo
compuesta por 20% suero de caballo en suero fisioldgico durante 20 minutos a
temperatura ambiente, lo que evita ulteriores uniones inespecificas del anticuerpo.

Seguidamente, la solucién de bloqueo se eliminé del corte histolégico y tras determinar
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en experimentos iniciales las concentraciones de anticuerpo mas adecuadas a emplear
en cada caso, se procedi6 a la incubacion de los cortes histoldgicos con los
correspondientes anticuerpos especificos. A continuacion, detallamos las condiciones

experimentales utilizadas en cada caso.

» La deteccion del nivel de expresion y localizacion subcelular del receptor HER-
2 en las muestras tumorales se realizé mediante la utilizacion de un anticuerpo
monoclonal anti-HER-2, clon CB11, dirigido contra el dominio intracelular del
receptor (BioGenex, San Ramén, CA, EE UU). La incubacién se realizé a una
dilucién 1:50 en 10 % suero de caballo en suero fisiol6gico durante 1 hora a

temperatura ambiente.

» Para el andlisis de la expresion y localizaciéon subcelular del factor de
crecimiento heregulina, se emple6 un anticuerpo monoclonal anti-heregulina,
clon 7D5 dirigido contra el dominio extracelular. Las condiciones
experimentales consistieron en la incubacion de los cortes histoldgicos con dicho
anticuerpo a una dilucién de 3 pg/ml en 10% suero de caballo en suero

fisiologico durante 1 hora a temperatura ambiente.

» Para el estudio de los niveles de activacion de MAPK p42/p44 asi como de su
ubicacién en la célula, se empled el anticuerpo monoclonal anti-MAPK clon
E10, a una dilucién 1:100 en 10% suero de caballo en suero fisiologico (Cell
Signaling Technology, Beverly, MA, EE UU). La incubacién con el anticuerpo

se realiz6 durante 1 hora a temperatura ambiente.

» El estudio del nivel de activaciéon de Akt y su localizacién subcelular se
desarrolld empleando un anticuerpo policlonal anti-Akt fosforilado (Cell
Signaling Technology, Beverly, MA, EEUU) en dilucién 1:100 en 10% suero de
caballo en suero fisiol6gico. La incubacién con el anticuerpo se realizé durante 1

hora a temperatura ambiente.
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Tras la incubacion de los cortes histolégicos con los correspondientes
anticuerpos primarios especificos, dichos cortes fueron lavados 2 veces con PBS
durante 2 minutos vertiendo el tampén sobre la preparacién. A continuacién, las
preparaciones se incubaron con el anticuerpo secundario durante quince minutos a

temperatura ambiente.

Posteriormente, se eliminé el anticuerpo secundario y se realizaron dos lavados
de los cortes histolégicos con PBS durante dos minutos cada uno de ellos. En este
momento las muestras se incubaron con una solucion de estreptavidina conjugada con

peroxidasa de rabano durante quince minutos y a temperatura ambiente.

Seguidamente se procedi6 a la realizacion de dos lavados con PBS siguiendo el
protocolo anterior, tras lo cual los cortes se incubaron con una solucién de
diaminobenzamida (DAB) a temperatura de 37° C y en oscuridad, durante 5 minutos.
Posteriormente los cortes fueron lavados 2 veces con agua bidestilada durante 2 minutos

(DAKO LSAB®2 System Peroxidase, DAKO Corporation, Carpinteria, CA, EE UU).

Las muestras fueron entonces contrastadas durante algunos segundos con
hematoxilina de Harris: 0.5% Hematoxilina, 5% alcohol absoluto, 10% alimina
potasica, 0.25% 6xido de mercurio. Antes de ser aplicada a la muestra, la solucion se

suplementd con 0.8% acido acético y fue filtrada.

Con el fin de observar las preparaciones, proceso que requiere de un 6ptimo
montaje y facilitar su conservacion, éstas fueron progresivamente deshidratadas. Con
este fin, y después de eliminar el exceso de colorante de contraste lavando en sucesivas
ocasiones las preparaciones con agua destilada, los cortes se pasaron por gradientes

crecientes de etanol.

El primer bafio, de 2 minutos, se realizé con 70% etanol para posteriormente
pasarlos a un recipiente que contenia 80% etanol, en donde permanecieron 2 minutos

mas. En este momento las preparaciones se pasaron a un bafio de 95% etanol, donde se
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incubaron 2 minutos antes de ser transferidas a un recipiente con xilol, en donde

permanecieron durante un periodo de 10 minutos.

A continuacion, se llevaron a cabo varias inmersiones de un minuto de duracion
de las preparaciones en diferentes recipientes con xilol, con el fin de lograr la perfecta
deshidratacion de los cortes. Por ultimo, las preparaciones fueron recubiertas con un
cubreobjetos impregnado en medio de montaje para histologia (Entellan®, Merck KG,

Darmstad, Alemania) para asegurar su correcta conservacion.

2.4 Andlisis estadisticos
2.4.1 Recogida de datos

Los datos clinico-patolégicos de interés se recogieron en una base de datos disefiada
para su posterior transferencia al programa “SPSS” para andlisis estadisticos. En esta
base se hacia constar: la fecha de diagndstico y cirugia, la edad de las pacientes, el
estado menopdusico, el nimero de ganglios afectos y el niimero total de analizados, el
TNM, el estadio de la enfermedad, el nivel de expresion de los receptores hormonales
(receptores de estrogenos y de progesterona), el tipo histologico del tumor, la ubicacién
de las posibles metastasis a distancia, las fechas de la dltima revision y/o de la recaida y
las fechas de exitus debido a la enfermedad o a otras causas en el caso de que haberse

producido.

2.4.2 Andlisis de datos

Todos los estudios moleculares y anatomopatoldgicos se realizaron a ciegas con
relacién a la informacidn clinica. Los datos se analizaron mediante técnicas estadisticas
simples, que se basaron en técnicas no paramétricas. Estas incluyeron comparaciones
cuantitativas como son las tablas de contingencia, calculando el estadistico Chi
cuadrado segin el método de Pearson. En el caso de que el nimero de observaciones no

fuese el adecuado se empleaba el estadistico exacto de Fisher. Se hicieron también
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correlaciones simples (Spearman) entre los distintos parametros analizados que

permiten medir cémo se relacionan las variables.

Todos los andlisis realizados fueron de dos colas. La supervivencia libre de
enfermedad y global se calculd por el método de Kaplan-Meier y las curvas de
supervivencia se compararon por el log-rank test. El andlisis multivariado se llevd a
cabo solamente en las variables que en el andlisis univariado dieron P< 0.05. Todas las
variables clinicas incluidas en el estudio fueron dicotomizadas, a excepcién del estadio
de la enfermedad. El andlisis estadistico se llevo a cabo utilizando el software SPSS

10.0 para Windows.
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1. Caracterizacion de la expresion de HER:2 en tumores primarios

de mama

1.1. Estudio del nivel de expresion del receptor HER:2 en tumores primarios de
mama

En la primera parte de nuestro estudio se examiné el nivel de expresioén del receptor

HER-2, miembro de la familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico y de

SHER'Z), en un total de 337 muestras de tejido mamario

peso molecular 185 kDa (p18
tumoral. Estas muestras fueron obtenidas a partir de tres hospitales, el Hospital Clinico
Universitario de Valencia (n = 119), el Hospital Vall d’Hebron de Barcelona (n =40) y

el Oregon Health Sciences University Hospital de Estados Unidos (n = 178).

En lo referente a las muestras procedentes del Hospital Clinico Universitario de
Valencia empleadas en este estudio, éstas procedieron de la reseccion quirdrgica de
tumores de mama en el Servicio de Cirugia de este Hospital. Dichas muestras se
conservaron en el Banco de Tumores del Servicio de Hematologia y Oncologia Médica
del Hospital Clinico, el cual incluye muestras tumorales recogidas entre 1982 y 2003 y
de las que se dispone de seguimiento clinico completo. Dichas muestras fueron
obtenidas siguiendo los procedimientos institucionales de este centro y previo
consentimiento informado de las pacientes. Es importante constatar que, a efecto de
establecer el valor prondstico de algunos de los parametros clinicos y/o moleculares
determinados en el estudio, todas las muestras que se incluyeron en nuestro andlisis
pertenecieron a pacientes diagnosticadas con anterioridad a 1995, con lo que el

seguimiento clinico tenia un minimo de cinco afios.

Con el fin de preservar la integridad de las muestras tumorales y la correcta
conservaciéon del material biolégico, una fracciéon de estos tumores fue congelada
inmediatamente tras su obtencidon durante el acto quirdrgico, empleando para ello

nitrégeno liquido, y fueron conservadas a -80° C hasta el momento de su utilizacion.
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Tradicionalmente, el método de estudio del nivel de expresion del receptor
HER-2 y de su localizacién subcelular, tanto a nivel clinico como en investigacion
basica, ha sido mediante su deteccion inmunohistoquimica. Puesto que nuestro
laboratorio dispone de un banco de tumores de mama, caracterizamos la expresion
inmuhistoquimica de la proteina HER-2 en una serie de los mismos empleando para ello
un anticuerpo monoclonal especifico dirigido contra el dominio C-terminal del receptor.
En la siguiente imagen podemos observar ejemplos representativos de diversos tumores
de mama con la caracteristica tinciéon de membrana del receptor HER-2, que como se
aprecia presenta distintos grados de intensidad (0, 1+, 2+, 3+) dependiendo de los

distintos tumores analizados.

FIGURA 4. Determinacién inmunohistoquimica de la proteina HER-2 en cancer de

mama

E T A
Tincién inmunohistoquimica de HER-2 en cdncer de mama mostrando diferentes grados
de intensidad dependiendo de los diversos tumores analizados.
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Completamos el estudio de estas muestras mediante el anélisis de la expresion
del receptor HER-2 con técnicas de Western blot, empleando un anticuerpo que
reconoce el dominio C-terminal citosélico del receptor HER-2 (Lin et al., 1999), clon
CBI11, y que ha sido ampliamente utilizado en estudios de esta naturaleza. Como ya
habfa sido referido con anterioridad por numerosos estudios realizados por otros grupos,

HER-2 . _ .
5 variable entre las

en nuestro andlisis detectamos un patron de expresion de pl8
distintas muestras de cdncer de mama analizadas. Asi, observamos la presencia de
niveles bajos 0 moderados de HER-2 junto a muestras que mostraron un elevado nivel
< HER2 __ . . . .
de expresion de p185 , mientras que en un grupo de las mismas se detectd ausencia
de expresion del receptor. En la Figura 5, se muestra un panel de muestras

representativo de distintos niveles de expresion del receptor plSSHER'z.

FIGURA 5. Niveles de expresion de plSSHER'2 analizados por Western blot

< [y} - [Ie] - 2] [0} 0
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P185NER2—» - e ey - -

Andlisis de Western blot del receptor HER-2 empleando un anticuerpo especifico
dirigido contra el dominio intracelular del mismo
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En la siguiente tabla se refiere la variabilidad en los niveles de expresion de la forma

completa plSSHER'Z, analizada por técnicas de Western blot.
Tabla 2. Niveles de expresion de p185HER'2
Expresion de p1857°*2 % de expresion
Negativa 28.2
Baja 24.3
Moderada 25.2
Alta 22.3

s . . ., HER-2 . , . .
Andlisis de los niveles de expresién de p185 mediante técnicas de transferencia

Western, empleando un anticuerpo especifico para el receptor.

El andlisis mediante técnicas inmunohistoquimicas de una serie de muestras

HER-2
5 , evaluados

tumorales que presentaron elevados niveles de expresion de pl8
también por Western blot, demostré que dichas muestras presentaron una moderada o
intensa tincion de membrana en mas del 10% de las células. Ello sugiere que la
sobreexpresion de HER-2 presente en estas muestras puede ser identificada tanto por
técnicas inmunohistoquimicas como por Western blot. Concretamente en nuestro grupo
de muestras se observé que el porcentaje de sobreexpresion de p18SHER-2 fue del

22.3%, dato que coincide con los resultados obtenidos por otros grupos de

investigacion.

En el curso de este estudio, detectamos asimismo la presencia de una forma
truncada del receptor HER-2 generada por la acciéon de una metaloproteasa, no

identificada en la actualidad, que origina un fragmento intracelular de HER-2 asociado a
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la membrana plasmdtica y con un peso molecular de 95 kDa. Estudios previos
realizados por otros grupos han demostrado que esta forma truncada del receptor,

denominada p95HER'2

, posee actividad quinasa in vitro y se halla fosforilada en los
residuos de tirosina del dominio catalitico in vivo (Christianson et al., 1998; Molina et
al., 2001).

El estudio por técnicas de Western blot de los niveles de expresion de pl185 y
P95 demostré que, en la amplia serie de tumores de mama analizadas en nuestro estudio,
la expresion de p95HER'2 también fue heterogénea. Asi, pudimos comprobar la existencia

de muestras en las que la unica forma del receptor presente en el tumor fue plSSHER'z,

mientras que en otros casos se apreciaron distintos niveles de expresiéon de ambas

HER-2 HER-2
5 5 .

formas del receptor, tanto p18 como p9

La siguiente Figura muestra una serie de ejemplos representativos de la

expresion de ambas formas del receptor en canceres de mama.

FIGURA 6. Niveles de expresion de plSSHER'2 y p95HER'2 en tumores de mama

<
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Andlisis de Western blot de muestras de cidncer de mama empleando un anticuerpo
dirigido contra el dominio intracelular de HER-2.
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Como se puede apreciar en la Figura 6, se observé una amplia heterogeneidad en
cuanto a los niveles de expresién de ambas formas del receptor. Asi, un grupo de
muestras no mostré expresion de ninguna forma del receptor HER-2 (véase, por
ejemplo, las muestras n° V3377, V127, B0O3, P57), otras muestras tumorales solamente
expresaron la forma completa del receptor plSSHER'2 (las muestras n® V2039, V3241),
mientras que un tercer grupo de tumores presentaron ambas formas del receptor HER-2,
p185 y p95 (por ejemplo, las muestras n° V49, V649, V84, V36). Por otra parte, en el
grupo de muestras que presentaban la forma completa de HER-2, los niveles de
expresion de plSSHER'2 fueron variables, ya que algunos tumores mostraron un nivel de
expresion bajo o moderado de éste (como por ejemplo, las muestras n° V694, V2039,
V84, V36), mientras que un segundo grupo de tumores presentaron elevados niveles de

p185"ER2 (véase las muestras n° V49, V3241, B0S).

En la mayoria de los tumores en donde estaban presentes ambas formas del
receptor, la expresion de p95 era menor o semejante a la de p185 (como ocurre en las
muestras n° V49, V649, V84, BOS, P12, P22, P62) y solamente en unos pocos casos la
expresion de la forma truncada fue mayor que la de la forma completa del receptor
(como es el caso de las muestras n° V36 o P80). Por otra parte, nuestro anilisis
demostr6 que tunicamente en un pequeflo porcentaje de casos (2.1%) se observé

HER-2
5

exclusivamente la expresion de p9 sin que se apreciara la presencia en el tumor de

la forma completa del receptor.

Como control positivo de expresion de ambas formas del receptor, asi como del
peso molecular relativo de ambas, se utilizé 30 pug de un lisado de proteina total de un
cultivo de la linea celular de cincer de mama BT-474 que fue inducida con acetato de 4-
amino fenilmercurio (APMA), un compuesto merctrico utilizado para activar

metaloproteinasas de matriz in vitro (Molina et al., 2001).

Nuestro andlisis de la expresién de ambas formas del receptor HER-2 en céncer

HER-2
5

de mama mostré que el fragmento truncado p9 se expresaba en el 26.7% de las
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muestras tumorales analizadas. Con el fin de conocer la asociacién entre la expresion de

HER-2 HER-2
5 5

y pl8 se procedid, en primer término, a la clasificacién de las muestras

p9
en funcién del grado de expresion de plSSHER'Z. Asi se establecieron 4 grupos de

muestras tumorales:

i) Grupo de pacientes en las que no se hallé expresion de la forma completa
del receptor.

ii) Grupo formado por las muestras de pacientes que presentaron un nivel de

expresion bajo de la proteina p185 HER-2.

iii) Una tercera categoria en la que se incluyeron las muestras de tumores

s HER-2
con una expresion moderada de p185 .

iv) Grupo de muestras que presentaron elevados niveles del receptor

completo.

HER-2

Pudimos comprobar que el fragmento truncado del receptor, p95 , se expreso

unicamente en 2 de las 95 muestras tumorales analizadas que no presentaron expresion

de la forma completa del receptor (2.1%). En los tumores con baja o moderada

HER-2

expresion de p185 , se observo que la presencia de la forma truncada del receptor

p95HER'2 era mds frecuente que en el grupo de tumores sin expresion de plSSHER'z, ya
que mientras p95HER'2 fue detectado en 16 de las 82 muestras que presentaron una baja
expresion del receptor completo plSSHER'2 (19.5%) (P < 0.001), 27 de las 85 muestras

con una moderada expresion de la forma completa del receptor expresaron también la

forma truncada p95™"? (31.8%) (P < 0.00001).

HER-2

Por otra parte, p95 se expreso en 45 de los 75 tumores analizados en nuestro

estudio que presentaron sobreexpresion de plSSHER'2

(75%), siendo esta expresion
significativamente mdas frecuente que en el grupo de tumores con expresiéon moderada
(P <0.001) o que en aquellos que no expresaron plSSHER'2 (P < 0.00001). Por tanto,
nuestros resultados indican que en el tejido tumoral la expresién de p95 se correlaciond

estrechamente con la presencia de la forma completa del receptor plSSHER'z.
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En la siguiente Tabla se resume el resultado del andlisis de la asociacién entre la

expresion de p95HER'2 y plSSHER'2 en los tumores de mama empleados en nuestro
estudio.
Tabla 3. Expresion de p95HER'2 y plSSHER'2 en tumores primarios de mama
Expresion de p1857FR2 % expresién de p95Tr?
Negativa (95) 2.1
19.5
Baja (82)
31.8
Moderada (85)
60.0

Sobreexpresion (75)

HER-2 HER-2
5 5

Se estudi6 la expresion de p9 y pl8 , mediante técnicas de Western blot, en
una amplia serie de muestras de cancer de mama.
1.2. Estudio de la relacion existente entre los niveles de expresion de p95"#R=2 y

p185R:2 con el grado de afectacion ganglionar

Durante el curso del estudio del nivel de expresion de la forma completa y truncada del
receptor HER-2 en cancer de mama constatamos el hecho de que la expresién de la
forma truncada del receptor, p95HER'2, se presentd con mayor frecuencia en las muestras
de cancer de mama procedentes de pacientes con afectaciéon ganglionar que en las de

aquellas otras que carecian de metastasis ganglionares.

Con el fin de profundizar en esta observacion preliminar, las muestras fueron en primer
lugar agrupadas en funcién del niimero de ganglios metastatizados detectados en cada una de las

pacientes. En este sentido, se establecieron 3 categorias:

i) Muestras tumorales de pacientes sin afectacién ganglionar.
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ii) Muestras pertenecientes a pacientes que tenian un maximo de 3 ganglios
afectados, es decir, de 1 a 3 ganglios metastatizados.

ii1) Muestras tumorales pertenecientes a pacientes que presentaron mas de 3
ganglios afectados, es decir con un nimero de ganglios metastatizados

mayor o igual a 4.

El andlisis de correlacion establecido entre los niveles de expresion del receptor
HER-2 y la afectacion ganglionar demostré que en las muestras de cancer de mama
analizadas el nimero de ganglios afectados no se asocié con la sobreexpresion de la
forma completa del receptor p185HER'2. En efecto, la frecuencia de sobreexpresion de
p185HER'2 fue similar en los tres grupos establecidos en funcién del grado de afectacion
ganglionar y resefiados en el parrafo anterior, siendo ésta de un 23.8% en el grupo de
pacientes sin afectacién ganglionar, 18.6% en las de 1 a 3 ganglios afectos, y del 22.8%
en las que presentaron mds de 3 ganglios metastatizados. A la vista de estos resultados,
podemos concluir que dicha correlacién no fue significativa ni al considerar los tres
grupos de afectacion ganglionar (P = 0.630), ni al comparar el grupo de pacientes sin
afectacion ganglionar con el de las pacientes con cuatro o mas metéstasis ganglionares

(P =0.982).

En cambio, el andlisis de correlacion establecido entre la expresion de la forma

truncada del receptor HER-2, p95HER'2

, en las muestras de cancer de mama analizadas y
el grado de afectacion ganglionar, demostro la existencia de una asociacion significativa
entre el nimero de ganglios afectados y la expresion de esta forma truncada del receptor
(Tabla 4). Asi, y a diferencia de lo que ocurria con la forma completa del receptor HER-
2, la frecuencia de expresion de p95HER'2 fue diferente segtin el nimero de ganglios
afectos. De esta forma, mientras la frecuencia de expresion de la forma truncada del
receptor, p95HER'2, fue de un 20.9% en las muestras procedentes de pacientes sin
afectacion ganglionar, dicha frecuencia se incrementé en el caso del grupo de pacientes

con 1 a 3 ganglios afectados (29.1%), llegando a ser de un 36.7% en el grupo de

pacientes que presentaron 4 o mas ganglios metastatizados.
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HER-2
5

Por tanto, la expresion de la forma truncada p9 en nuestro estudio se

asocio significativamente y de forma directa con el nimero de ganglios afectados en las
pacientes (P = 0.027). Al comparar entre si el grupo de pacientes que no presentaron
afectacion ganglionar con aquéllas que mostraron cuatro o mas ganglios metastatizados,

, . N HER-2
se observé que la proporcion de tumores de mama primarios que expresaron p95

fue significativamente mayor en este segundo grupo de pacientes (P = 0.013).

En la siguiente Tabla se resume la relacion existente entre la expresion de

5HER2 y la sobreexpresion de plSSHER'2

P9 con el grado de afectacion ganglionar.

Tabla 4. Relacién entre la expresion de p95HER'2 5HER2

y la sobreexpresion de p18 con

la afectacion ganglionar

Grado de afectacion % expresién de p95"R2 % sobreexpresion de
ganglionar plSSHER'2
Negativo (172) 20.9 23.8
1-3 ganglios (86) 29.1 18.6
4 o méas ganglios (79) 36.7 22.8

Se examinaron, mediante técnicas de Western blot, 337 muestras de tumores primarios
de mama procedentes de pacientes agrupadas en funcién del nimero de ganglios
afectos.

1.3. Estudio de la relacion existente entre los niveles de expresion de p95'™%2 y (g

afectacion ganglionar en el grupo de pacientes con sobreexpresion de p185/%:2

Como ha quedado expuesto en el punto anterior, la expresion de la forma truncada del
receptor HER-2 en pacientes de cidncer de mama se correlaciond con el nimero de
metdstasis ganglionares presentes. En cambio, no se constatd la existencia de una

HER-2

asociacion entre la sobreexpresion de la forma completa del receptor, p185 , con el
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grado de afectacion ganglionar (Tabla 4). Sin embargo, si tenemos en cuenta que el 60%
de los tumores que mostraron sobreexpresion del receptor p185HER'2 expresaron también
la forma truncada del receptor (Tabla 3) cabria esperar que esta forma completa se
correlacionase, en cierta medida, con el grado de afectacién ganglionar. Por este motivo,
decidimos estudiar cémo afectaba la presencia o ausencia de expresion de p95, en los

HER-2
5

tumores que sobreexpresaban pl8 , a la relacidon con el estado de afectacion

ganglionar (Tabla 5).

De esta manera, las 75 muestras pertenecientes a pacientes que presentaron

sobreexpresion de plSSHER'2

(ver Tabla 3) fueron clasificadas en funciéon de su
presentaciéon o no de metdstasis ganglionares (Tabla 5). Una vez establecidas estas
. L . . - HER-2
categorias, se correlaciond la presencia o ausencia de expresion de p95 con la
. . - . HER-2
existencia o no de afectacién ganglionar. Los resultados demostraron que p95 se
expreso en el 48.8% de las muestras pertenecientes a pacientes carentes de afectacion

ganglionar, mientras que el fragmento truncado del receptor aparecia en el 73.5% de las

muestras de pacientes con metastasis ganglionares.

Nuestros resultados nos permitieron establecer que la frecuencia de presentacion

HER-2
5

de las muestras que mostraron sobreexpresion de p18 y que, al mismo tiempo,

HER-2 . . . .
expresaron p95 , fue superior en el grupo de pacientes con afectacion ganglionar,

HER-2 L .
5 se correlacion6 con la ausencia de

mientras que la sobreexpresion de pl8
metdstasis ganglionares en aquellas muestras en las que no se expresé la forma truncada

del receptor (P = 0.03).
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HER-2
5

Tabla 5. Relacion existente entre la expresion de p9 y el estado de afectacién

ganglionar en el grupo de muestras que sobreexpresan plSSHER'2

Grado de afectacion

ganglionar % pI95 positivo % p95 negativo
Negativo (41) 48.8 51.2
Positivo (34) 73.5 26.5

Se analizaron 75 muestras de cidncer de mama que mostraron sobreexpresion de
plSSHER'2 (ver Tabla 3) y se agruparon en funcién de su expresion de p95HER'2.
1.4. Estudio de la relacion existente entre los niveles de expresion de p95"R:2 y

p185ER:2 con otros factores prondsticos en cdncer de mama

Después de analizar la relacidn existente entre la expresion de p95HER'2 y plSSHER'2

con
la presencia de metdstasis en los ganglios linfaticos, se estudié la asociacién que la
expresion de estas dos formas del receptor HER-2 podria tener con otros pardmetros
clinicos (Tabla 6), tradicionalmente considerados factores de riesgo en cancer de mama

(Henderson et al., 1998). En general, y para facilitar el andlisis, todas las variables de

tipo clinico fueron dicotomizadas, excepto el estadio de la enfermedad.

En este sentido, realizamos el andlisis de correlacion entre la expresion de

HER-2 HER-2
95

y la sobreexpresion de pl185 en relacion al nivel de expresién de los

p
receptores de estrégenos (RE) y los de progesterona (RP), no encontrando asociacién
entre estas variables (P >0.1). Pudimos observar que la expresién de ambas formas del
receptor HER-2 fue similar en el grupo de pacientes con una edad menor o igual a 60

aflos que en aquel grupo de pacientes que superaban dicha edad (P > 0.1).

En nuestro andlisis, tampoco encontramos diferencias significativas entre el

HER-2 yp 1 85HER—2

nivel de expresion de p95 entre las pacientes estratificadas en funcién
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del estadio de la enfermedad (I, II, o III) (P = 0.1). Por otra parte, ninguna de las dos

formas de HER-2 se expresé diferencialmente en relacion al tamafio tumoral (P > 0.1).

Por tltimo, las muestras se clasificaron en funcién del subtipo histolégico,
estableciéndose dos grupos, por una parte el carcinoma ductal de tipo infiltrante y por
otra los restantes subtipos tumorales. La diferencia entre los dos grupos no fue

HER-2
5

significativa, ni al considerar la sobreexpresion de p18 (P> 0.1), ni respecto a la

diferencia de expresion de p95HER'2 (P =0.08).

En general, no se encontré ninguna asociacién entre la sobreexpresion de
HER-2 . . .. e .
p185 y los restantes factores citados (P > 0.1), ni asociaciones significativas entre

HER-2
5

la expresion de p9 y los restantes factores analizados en este apartado (P > 0.1

para todos los factores, exceptuando el tipo histoldgico [P = 0.08]).

En la siguiente Tabla se resumen los resultados obtenidos del andlisis de la

relacion entre la expresion del receptor HER-2 con diversos pardmetros clinicos.

Tabla 6. Relacion entre HER-2 con otros factores prondsticos en cancer de mama

Factor % P95 positivo % p185 sobreexpresion

Receptores de estrégenos
Negativo (116) 27.6 24.1
Positivo (221) 26.2 21.2

Receptores de progesterona
Negativo (144) 22.2 23.6
Positivo (193) 30.1 21.2
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Edad
0-59 (176) 26.7 22.7
>60 (161) 26.7 21.7

Estadio tumoral

1(85) 18.8 21.2
10 (141) 29.1 26.2
TI-IV (88) 26.1 19.3

Tipo histolégico del tumor
Ductal infiltrante (251) 28.2 22.1
Otros (86) 19.1 19.1

Tamaio tumoral
<3 cm (144) 28.5 18.8
>3 cm (74) 31.1 21.6

Se relaciond la expresion de las formas completa y truncada de HER-2 con diversas
variables clinicas
1.5. Estudio de la relacion existente entre los niveles de expresion de p95*%2 y [a

sobreexpresion de p185%2 en [as metdstasis ganglionares

Los resultados de nuestro andlisis indicaron que en el amplio grupo de céanceres de
mama analizados en nuestro estudio, la expresion de la forma truncada del receptor
HER-2 fue més frecuente en el subgrupo de muestras pertenecientes a pacientes con
afectaciéon ganglionar que en aquellas que no presentaron dicha afectacion. Esta
expresion fue mds frecuente en el grupo de pacientes con cuatro o mas ganglios

metastatizados. Por otra parte, observamos que la sobreexpresion de la forma completa
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del receptor se correlacioné con el grado de afectacion ganglionar cuando las muestras

presentaron expresion simultinea de ambas formas del receptor.

En este punto, y con el fin de esclarecer la posible participacion de las formas

completa y truncada del receptor HER-2 en el desarrollo de las metéstasis ganglionares,

HER-2 HER-2
5 5

estudiamos el nivel de expresion de p9 en tejido obtenido a partir de

y pl8
los ganglios linfaticos metastatizados. En este sentido, nuestros resultados no
demostraron una diferencia significativa entre el porcentaje de metastasis ganglionares
que presentaron sobreexpresion de p185HER'2 (22.3%) y el porcentaje de muestras de
tejido de tumores primarios de mama que mostraron sobreexpresion de p185HER'2

(23.5%) (P = 0.933).

Sin embargo, el fragmento truncado del receptor HER-2 se expresé en el 44.7%
de las muestras de ganglios linfaticos metastdsicos analizados, mientras que solamente
se encontrd expresion del mismo en el 26.7% de las muestras de tumores primarios. Por

HER-2
5 fue

tanto, nuestros resultados demuestran que la expresion de p9
significativamente mayor en los ganglios metastatizados que en los tumores primarios
de mama analizados (P = 0.0009) (Tabla 7). Esta es la primera ocasién en la que se ha

demostrado la presencia de una forma alternativa del receptor HER-2 en tejido

metastasico en cancer de mama.

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos al estudiar la expresion

HER-2
5

de p95HER'2 y la sobreexpresiéon de pl8 en muestras de tumores de mama

primarios y en las metastasis ganglionares.
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Tabla 7. Expresion de p95HER'2 y sobreexpresion de plSSHER'2 en muestras de tumores

de mama primarios y en las metdstasis ganglionares

Tipo de Tejido %0 p95HER'2 positivo % plSSHER'2 sobreexpresion
Tumor primario (337) 26.7 22.3
Metastasis ganglionares (81) 45.7 23.5

Se analizaron en 337 muestras tumorales y 81 metéstasis ganglionares los niveles de
expresion de p95HER'2 y plSSHER'Z.

2. Estudio del valor prondstico de p95™%2 en cancer de mama

En la segunda parte de nuestro estudio, basdndonos en los datos obtenidos previamente
y con el fin de evaluar el posible valor prondstico de la forma truncada del receptor
HER-2, p95HER'2, en cancer de mama, y obtener la adecuada significacion estadistica,
decidimos ampliar el nimero de muestras de nuestro andlisis. A este respecto, se analizé
un numero total de 435 muestras de cidncer de mama para las formas completa y

truncada de HER-2.

2.1. Caracteristicas de las pacientes

En el momento de la reseccién del tumor la media de edad de las pacientes fue de 59
aflos mientras que la mediana de edad fue de 60 afios y el rango de la misma fue de 22 a
93 afios. En el caso del tipo histolégico tumoral observamos que el 78% de los tumores
pertenecieron al tipo ductal infiltrante, el 7% fueron lobulares infiltrantes, y el 15%

pertenecieron a los restantes tipos histolégicos.
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La mayoria de las pacientes (74%), fueron sometidas a una mastectomia radical
modificada, mientras que el resto de las pacientes fueron tratadas con una mastectomia

parcial y andlisis de los ganglios linféaticos axilares.

En cuanto al tipo de tratamiento administrado, el 57% de las pacientes recibieron
quimioterapia adyuvante, mientras que el 31% de las mismas se trataron con
hormonoterapia adyuvante, principalmente tamoxifeno. En general, el nimero de
pacientes vivas y libres de enfermedad tras una mediana de seguimiento de 44 meses,
con un rango que oscilaba entre 1 y 190 meses, fue de 300, correspondiente al 69%. El
seguimiento clinico durante un periodo de 5 afios reveld que el 61% de las pacientes
seguian vivas y libres de enfermedad, mientras que el 51% de las mismas permanecian

vivas y libres de enfermedad tras un seguimiento de 10 afios.

2.2. Estudio de la asociacion de p95"R2 y p185'FR2 con factores de riesgo en

cdncer de mama

Segtn los resultados obtenidos del andlisis de Western blot de la expresién de plSSHER'2

HER-2 . ~
y p95 en un panel representativo de muestras de cancer de mama, en nuestro

estudio el 17% de las muestras analizadas presentaron sobreexpresion de plSSHER'z,

mientras que 9% de los tumores analizados mostraron sobreexpresion de p95HER'2. El

79% de las muestras en las que se detecté sobreexpresion de p95HER'2 mostraron

HER-2 P
. Por tanto, el analisis de nuestros resultados

asimismo sobreexpresion de p185
demostré que la sobreexpresion de la forma truncada del receptor HER-2 se asocié con

la sobreexpresion de la forma completa del mismo (P = 0.0001).

En la Tabla 8 se resumen los datos obtenidos del estudio de la posible asociacién

HER-2 yp 1 85HER—2

entre la sobreexpresion de p95 con factores prondsticos considerados

de interés en cancer de mama.
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Tabla 8. Andlisis de correlacion entre la sobreexpresion de la forma completa y

truncada de HER-2 con factores prondsticos en cancer de mama

Factor % sobreexpresion P % sobreexpresion P
p95HER2 p185HER-2

Edad
< 50 afios 10 >0.01 20 >0.01
> 50 afios 9 15
Afectacion ganglionar
Negativo 8 0.003 16 >0.01
1-3 7 15
>4 13 20
Tamafio tumoral
<2cm 7 >0.01 15 >0.01
>2cm 8 18
Estadio
Ioll 8 >0.01 17 >0.01
MlolV 11 15
Receptores de estréogenos
Negativo 14 0.013 20 >0.01
Positivo 7 15
Receptores progesterona
Negativo 13 0.004 22 0.013
Positivo 5 13

Se analizaron muestras de cancer de mama mediante técnicas de Western blot
empleando un anticuerpo especifico dirigido contra el dominio C-terminal de HER-2.
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Al analizar los resultados obtenidos, observamos que la sobreexpresion de
p185"* se correlaciond con la ausencia de expresion de receptores de progesterona (P
= 0.013), mientras que la sobreexpresiéon de p95"™” se asocié inversamente con la
expresion de receptores de estrogenos (P = 0.013) y de progesterona (P = 0.004).

HER-2

Unicamente la sobreexpresién de p95"™**, y no la de la forma completa del receptor,

HER-2 L, . . . . ., .
pl85™, se asocid significativamente con la presencia de afectacion ganglionar (P =

0.003).

2.3. Estudio de la asociacion de p95' %2, p1857ER:2 y otros factores prondsticos

con la evolucion clinica de las pacientes

2.3.1. Andlisis univariado

Los datos obtenidos tras la realizacién del andlisis univariado, en el que se consideraron
diversos factores bioldgicos y clinicos de las muestras incluidas en nuestro estudio, se

resumen en la siguiente Tabla:

Tabla 9. Anélisis univariado de la relacion entre factores de riesgo con la supervivencia

libre de enfermedad (SLE) de las pacientes de cancer de mama

Factor Analisis Univariado
Riesgo IC 95% P
Edad
29-93 (continua) 1,02 1.01- 1.03 0.052
Afectacion ganglionar 1.76 1.45-2.13 <0.0001

2 4 ganglios
1-3 ganglios
Negativa

Tamaiio tumoral 1.96 1.30-2.98 0.0008

>2cm

<2cm
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Estadio 1.88 1.59-2.23 < 0.0001

v

I
II
I

Receptores de estrogenos 0.61 0.44 -0.84 0.0025

Positivo

Negativo
Receptores de progesterona 0.6 0.44-0.84 0.0008

Positivo

Negativo
p185HER2 1.31 0.88-1.96 0.1733

Elevado
Bajo
p95HER2 2.13 1.35-3.35  0.003

Elevado
Bajo

Andlisis univariado en el que se incluyen diversas variables

Al realizar el andlisis univariado, observamos que la sobreexpresién de p95™™"*

se asocid significativamente con una menor supervivencia libre de enfermedad (SLE) (P
= 0.0003). En este sentido, el 64.1% de las pacientes cuyos tumores primarios

expresaron bajos niveles de p95™™*

permanecieron libres de enfermedad durante 5 afios,
mientras que Unicamente el 36.6% de las pacientes cuyas muestras de cdncer de mama
mostraron elevados niveles de expresion de la forma truncada de HER-2 siguieron

libres de enfermedad tras ese periodo de tiempo.

Cuando consideramos un periodo de seguimiento de 10 afios, observamos que

mientras el 53.4% de las pacientes cuyas muestras tumorales presentaron bajos niveles
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de expresién de p95™™ siguieron libres de enfermedad, el 30.5% de las pacientes cuyos
tumores primarios de mama mostraron unos elevados niveles de expresion de la forma
truncada de HER-2, p95HER'2, permanecieron libres de enfermedad. Por otra parte, las
pacientes en cuyas muestras se detectaron elevados niveles de expresién de p95™*

tuvieron una peor evolucién, tanto si consideramos la probabilidad de sufrir recaida,

como la de morir debido a la enfermedad (P = 0.0012).

En la Figura 7A se muestra el andlisis de Kaplan-Meier del porcentaje de
pacientes que sufren recaida o muerte tras la cirugia en funciéon de los niveles de

"2 (bajos o elevados). Como se puede observar en la grifica, las

expresion de p95
. .. . .z HER-2
curvas correspondientes a los distintos niveles de expresion de p95 fueron
significativamente diferentes (P = 0.0003). La media de supervivencia de las pacientes
. . .z HER-2
cuyas muestras tumorales mostraron bajos niveles de expresién de p95 fue de 139
meses, mientras que la supervivencia se estimé en 39 meses en el caso de las pacientes

. . . sz HER-2
cuyos tumores primarios presentaron elevados niveles de expresiéon de p95 .

FIGURA 7A. Anilisis de Kaplan-Meier de la SLE en funcién de los niveles de

- HER2 /. .
expresion de p95 (bajo o elevado).
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Se determinaron los niveles de expresion de p95HER'2 y se realiz6 el andlisis de Kaplan-

Meier en funcién de los mismos.
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En la Figura 7B se presenta el andlisis de Kaplan-Meier de la supervivencia libre
de enfermedad de las pacientes incluidas en nuestro estudio, en funcién de los niveles
de expresion en la muestra tumoral, bajos o elevados, de plSSHER'Z. Aunque se observo
una tendencia a la asociacién entre la sobreexpresion de p185™™* y una menor SLE, no
result6 estadisticamente significativa (P = 0.173). La media de supervivencia de las
pacientes cuyas muestras tumorales mostraron bajos niveles de expresion de plSSHER'2

fue de 139 meses, mientras que la de las pacientes cuyos tumores primarios presentaron

unos elevados niveles de plSSHER'2 fue de 74 meses.

FIGURA 7B. Anilisis de Kaplan-Meier de la SLE en funcién de los niveles de

HER-2
5

expresion de p18 (bajo o elevado).
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Se determinaron los niveles de expresién de pl85 y se realizd el andlisis de

Kaplan-Meier en funcién de los mismos.

Al considerar por separado la SLE tras 5 afios y la SLE tras 10 afios, observamos
que la proporcién de pacientes cuyas muestras tumorales sobreexpresaron p185™ que
permanecieron vivas tras un periodo de seguimiento de 10 afios fue menor que
transcurridos 5 afios (55.1% a los 5 afios frente al 24.8% a los 10 afios), aunque el

nimero de pacientes de las que se disponia de informacion durante un periodo de

seguimiento de 10 afios fue menor.
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2.4. Estudio de la asociacion entre la expresion de p95"*%2 y p1857R2 con [a
evolucion clinica en el grupo de pacientes con menos de cuatro ganglios

metastatizados

Como se ha sefialado anteriormente, estudios previos llevados a cabo por otros grupos y
por el nuestro (Christianson et al., 1998; Molina et al., 2002), sugirieron la existencia de

HER-2 y el grado de afectacién ganglionar en

una asociacién entre la expresion de p95
pacientes de cdncer de mama. Puesto que el nimero de tumores primarios de mama
pertenecientes a pacientes sin afectacién ganglionar de los que dispusimos para la

realizaciéon de este estudio fue limitado, analizamos un subgrupo de muestras

correspondientes a pacientes con 0 a 3 ganglios metastatizados.

Este grupo de pacientes presenté una evolucién significativamente mejor que
aquella de las pacientes con 4 o mds ganglios afectados (P < 0.0001). Sin embargo, no
difiri6 significativamente del grupo de pacientes en las que no se detectaron metastasis

ganglionares (P = 0.095).

En la Figura 7C y 7D observamos que en el grupo de pacientes con menos de 4
ganglios afectados la sobreexpresién de p95™™* (P = 0.0008), pero no la de p185™** (P
= 0.238), se asoci6 con una menor SLE. En este sentido, observamos que las curvas
referentes a la supervivencia de las pacientes en funcién de los niveles de expresion de
p95™** fueron significativamente diferentes, mientras que las correspondientes a la SLE
en funciéon de la expresion de la forma completa de HER-2 no variaron

significativamente.
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Figura 7C. Anidlisis de Kaplan Meier de la SLE en funcién de los niveles de

expresion de p95HER'2

ganglios metastatizados.

(bajo o elevado) en el grupo de pacientes que presentaron de 0 a 3
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Se determinaron los niveles de expresion de p95HER'2 en muestras de pacientes con 0-3
ganglios metastatizados y se realizé el andlisis de Kaplan-Meier en funciéon de los

mismos.

Figura 7D. Anadlisis de Kaplan Meier de la SLE en funcién de los niveles de

HER-2

expresion de p185

3 ganglios metastatizados.
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Grupo de pacientes con 0-3 ganglios metastatizados

150 —

100

50 —

__a  pl85HER2 glevado

<> p185HER2 hajo

Supervivencia libre de enfermedad

Tiempo (meses)

Se determinaron los niveles de expresion de plSSHER'2

en muestras de pacientes con 0-

3 ganglios metastatizados y se realizé el andlisis de Kaplan-Meier en funcién de los

mismos.
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Incluso al considerar unicamente la SLE del grupo de pacientes que no
presentaron afectacion ganglionar y pese al escaso nimero de casos, observamos que la

HER-2

sobreexpresion de p95 en dicho grupo se asocié con una peor evolucién de la

enfermedad (P = 0.05).

Figura 7E. Anilisis de Kaplan-Meier de la SLE en funcién de los niveles de expresion
de p95HER'2 (bajo o elevado) en el grupo de pacientes que no presentaron afectacion

ganglionar.
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. . s HER-2 . .
Se determinaron los niveles de expresion de p95 en muestras de pacientes sin

afectacion ganglionar y se realiz6 el andlisis de Kaplan-Meier en funcién de los mismos.

2.4.1. Andlisis multivariado

En esta parte de nuestro estudio se analizaron mediante un modelo de regresion
estratificada de Cox diversos factores de riesgo, importantes por su interés en cancer de
mama, con el fin de identificar posibles factores independientes que influyan en la
supervivencia de las pacientes de este tipo de tumor. En la siguiente Tabla quedan

recopilados los datos obtenidos de este estudio.
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Tabla 10. Andlisis multivariado en los que se incluyeron diversos factores de riesgo

tradicionalmente considerados de interés en cancer de mama

Factor Analisis Multivariado
Riesgo P
Edad 3.151 0.002
<50
>50
Afectacion ganglionar 2.516 0.012

0-3 ganglios

> 4 ganglios
Tamaiio tumoral 0.958 0.338

>2cm

<2cm

2.907 0.004
Estadio

Ioll
oIV

Receptores estrogenos -2.487 0.013

Negativo

Positivo

Receptores progesterona -0.318 0.751

Negativo

Positivo
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p185HER2 1.163 0.245

Bajo
Elevado

p95HER2 1.203 0.007
Bajo
Elevado

Analisis multivariado considerando diversas variables

Al analizar los resultados reflejados en la Tabla 10, observamos que ciertos
factores de riesgo, ya caracterizados en cdncer de mama, como son la edad (P = 0.002),
la afectacién ganglionar (P = 0.012), el estadio de la enfermedad (P = 0.004) y la
expresion de receptores de estrégenos (RE) (P = 0.013) resultaron factores prondsticos

de caricter independiente.

Asimismo, p95HER'2

(P = 0.007) también mostré ser un factor prondstico de la
supervivencia de las pacientes de tipo independiente mientras que, en nuestro estudio, ni
plSSHER'2 ni el tamafio tumoral asi como tampoco la presencia de receptores de

progesterona (RP) resultaron ser factores prondstico independientes indicativos de la

SLE.
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3. Estudio de la expresion de la forma truncada de HER:2,
p100°ER2, en cdncer de mama

En algunos estudios llevados a cabo anteriormente por otros grupos se habia referido la
existencia de una forma truncada del receptor HER-2 correspondiente al dominio
extracelular del mismo. Esta forma es generada por un mecanismo de procesamiento
alternativo del RNA mensajero codificante para el receptor HER-2. La proteina
resultante posee un peso molecular de 100 kDa y se detecté en el medio condicionado
de lineas celulares de cancer de mama, en experimentos llevados a cabo in vitro, y en el
suero y orina de pacientes afectas de cdncer de mama, in vivo. Sin embargo, los
resultados obtenidos en los distintos estudios llevados a cabo hasta la actualidad ofrecen

resultados discordantes sobre su papel en cancer de mama.

En esta parte de nuestro trabajo se analiz6 la expresion de la forma truncada del
receptor HER-2, plOOHER'Z, en una amplia serie de muestras de cdncer de mama.
Asimismo, se estudié la relacién existente entre la expresion de plOOHER'2 con otros
factores bioldgicos y clinicopatoldgicos de interés en el prondstico de las pacientes de

cancer de mama.

3.1. Estudio de la expresion de la forma completa del receptor, p185'%2, y de la

forma truncada, p100°*%:2, en tumores primarios de mama

Para la realizacién de esta parte del estudio, en primer lugar examinamos la expresion
de la forma completa del receptor HER-2 y la de la forma truncada del mismo, generada
por un mecanismo de procesamiento alternativo del RNA, mediante técnicas de RT-
PCR empleando los cebadores especificos para cada forma de HER-2, tal y como se

describe en la seccién de Material y Métodos de esta Memoria:

HER-2 completo sentido 5'-TCAGCCCCAGAATGGCTCAGTGACC-3"; antisentido
5' CATAAGCTGTGTCACCAGCTGCACGS' .

HER-2 truncado sentido 5'-TCAGCCCCAGAATGGCTCAGTGACC-3' ; antisentidd-
CCCCTTTTATAGTAAGAGCCCCAGA-3'.
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Al emplear este procedimiento se amplificé una region de 704 pares de bases
comprendida entre los nucledtidos 1851 y 2553 de la secuencia de HER-2, en el caso de
la forma completa del receptor, y una regién de 277 pares de bases, comprendida entre
los nucledtidos 1851 y 2056, en el caso de la forma truncada del mismo. Como
controles positivos de expresion y tamafio del fragmento amplificado se utilizaron los
plasmidos pCEV27 con el inserto correspondiente a las formas completa y truncada de

HER-2 respectivamente.

Como queda reflejado en la Figura 8 la expresion de las formas completa y
truncada del receptor analizadas mediante técnicas de RT-PCR, se detecté con una
elevada frecuencia, 82.6% y 81.4%, respectivamente, en las muestras de cdncer de

mama analizadas en nuestro estudio.

FIGURA 8. Imdigenes representativas de la expresion de las formas completa y

truncada del receptor HER-2 en una serie de tumores primarios de mama determinada

por RT-PCR.
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Se realizaron andlisis de RT-PCR de la expresion de las formas completa y truncada del
receptor HER-2 en céncer de mama utilizando cebadores especificos para cada una de
las mismas. BT-474 se utiliz6 como control de expresion.
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Al analizar la relacion existente entre la expresion de las formas completa y
truncada del receptor HER-2, observamos que la expresion de la forma truncada del
mismo se presenté en el 94.4% de las muestras que también expresaron la forma
completa del mismo, mientras que dicha forma truncada se detectd Unicamente en el
20.0% de las muestras de cancer de mama que no expresaron la forma completa (P =

0.000).

En la siguiente Tabla se resume la relacién existente entre la expresion de la
forma truncada del receptor HER-2 con la expresion de la forma completa del mismo en

un serie de tumores de mama, analizada mediante técnicas de RT-PCR.

Tabla 11. Relacién entre la expresion de las formas completa y truncada del receptor

HER-2 en cancer de mama.

Expresion de la forma completa de % de expresion de la forma truncada de

HER-2 HER-2
Negativa (15) 20.0
Positiva (71) 94.4

Andlisis, mediante técnicas de RT-PCR, de la expresiéon de la forma completa y
truncada del receptor HER-2 en 86 muestras de cdncer de mama.

De forma paralela, analizamos el nivel de expresién de la proteina truncada
originada por la traduccién del transcrito correspondiente al procesamiento alternativo
del RNA mensajero de HER-2 que posee un peso molecular de 100 kDa y corresponde
al dominio extracelular del receptor completo. El estudio de la expresién de la proteina
plOOHER'2 mediante técnicas de Western blot en el extenso grupo de muestras de cancer
de mama incluidas en nuestro andlisis, se llevé a cabo empleando dos anticuerpos

distintos dirigidos, en ambos casos, contra el dominio N-terminal del receptor, es decir,
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el correspondiente al dominio extracelular de HER-2. Los anticuerpos utilizados fueron,
en concreto, el anticuerpo monoclonal anti-HER-2, clon 10A7 (Novocastra Laboratories
Ltd, Newcastlle, Reino Unido), y el anticuerpo monoclonal anti-HER-2, clon L87 (Lab
Vision Corporation, Fremont, CA, EE UU), como se detalla en la seccién de Material y

Métodos de esta Memoria.

. . . HER-2 L .
Al analizar la presencia de la proteina truncada p100 , se observd una amplia
variaciéon de su nivel de expresion entre las distintas muestras de cancer de mama

HER-2
0

analizadas. Se estim¢ asi que la forma truncada p10 se present6 en el 63.7% del

total de tumores primarios analizados en nuestro estudio.

La siguiente Figura muestra una serie de ejemplos representativos de la

expresion de ambas formas del receptor en ciancer de mama.

FIGURA 9. Niveles de expresion de plSSHER'2 y plOOHER'2 en tumores de mama

™
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Andlisis de Western blot del receptor HER-2 en muestras de cdncer de mama
empleando un anticuerpo especifico dirigido contra el dominio extracelular del receptor.
Se incluye una muestra de lisado de la linea celular de cancer de mama SKBR-3 como
control

Al estudiar la expresion de ambas formas del receptor se observé que mientras
algunas de las muestras analizadas no mostraron expresioén del receptor HER-2 (como

por ejemplo puede observarse en la muestra n° 3264), otras muestras tumorales
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L . HER-2
presentaron Unicamente expresion de pl85

(muestras n® 3685 y 3728) y, por
ultimo, también se observaron muestras de cancer de mama en las que aparecieron

ambas formas del receptor, plSSHER'2 y plOOHER'2 (muestras n® 3273, 3598 y 3433).

HER-2 .
0 en las mismas, las

Dada la heterogeneidad del nivel de expresion de p10
muestras fueron clasificadas segtin dichos niveles en cuatro categorias. Asi, se observé
que mientras 20 muestras del total presentaron una baja expresién de plOOHER'2
(18.5%), 17 muestras de cancer de mama presentaron unos niveles moderados de
expresion de esta forma truncada (15.7%). Por tltimo, en 31 de las muestras de

pacientes con cancer de mama se detectaron unos elevados niveles de expresion de

p100"ER2(28.7%).

Asimismo, nuestros  resultados  experimentales  demostraron  que
aproximadamente el 62.5 % de las muestras expresaron la forma completa del receptor
y esta expresion tenia diferentes niveles de intensidad. De esta manera, 33 muestras
analizadas en nuestro estudio presentaron una baja expresion de plSSHER'2 (30.6%), se
detecto la presencia de 10 muestras con una expresion moderada (9.3%), mientras que
22 de las muestras analizadas presentaron una elevada expresion de la forma completa
del receptor (20.4%). Por otra parte, en 43 de las muestras analizadas la expresion de

p185"ER2 fye indetectable (39.8%).

En la siguiente Tabla se muestran los resultados del andlisis de expresion de las

HER-2
0

formas truncada p10 y completa p185HER'2 del receptor HER-2 en cancer de mama

utilizando técnicas de Western blot.
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Tabla 12. Niveles de expresion de plOOHER'2 y plSSHER'2 en cancer de mama
Nivel de expresion % expresién de p100"™*? % expresién de p185""*?
Negativo 36.3 (40) 39.8 (43)
Bajo 18.5 (20) 30.6 (33)
Moderado 15.7 (17) 9.3 (10)
Elevado 28.7(31) 20.4 (22)

Se examind, mediante técnicas de Western blot, la expresion de las formas completa,
plSSHER'2 y truncada, plOOHER'z, en muestras de cdncer de mama.

Con el fin de determinar si existia una asociacion entre la expresion de la forma

HER-2 y la forma truncada correspondiente al dominio extracelular del

completa p185
mismo, plOOHER'Z, las muestras fueron clasificadas en funcién del grado de expresion de

plSSHER'Z. Siguiendo este criterio, las muestras fueron agrupadas de la siguiente forma:

i) Las muestras que no expresaron la forma completa de HER-2,
ii) Aquellas muestras que presentaron bajos niveles de expresion de
p185HER2

iii) Muestras con moderada expresiéon de la forma completa del receptor

P 1 85HER—2

iv) Por dltimo, las muestras con unos elevados niveles de expresion del

receptor completo.

El analisis de los datos obtenidos, demostré la existencia de una asociacion entre

HER-2
0

el nivel de expresion de la forma truncada del receptor HER-2, p10 , y la expresion

de la forma completa del mismo, plSSHER'Z. En este sentido, se observd que la expresion
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HER-2 PP s
de p100 se correlacion6 significativamente con el grado de expresion de la forma

completa del receptor, tal como se refleja en la siguiente Tabla.

Tabla 13. Expresion de plOOHER'2 en funcién de los niveles de expresion de plSSHER'2

en tumores primarios de mama

Expresion de p185"F*-2 % de expresion de p100""*2
Negativa (43) 23.3
Baja (33) 81.8
Moderada (10) 100.0
Sobreexpresion (22) 95.5

Se estudi6 la expresion de plOOHER'2 y plSSHER'2 en muestras de pacientes de cancer de

mama, empleando técnicas de Western blot como se describe en la seccién de Material
y Métodos de esta Memoria.

Asi se observé que el 23.3% de las muestras analizadas expresaron la forma
truncada correspondiente al dominio extracelular de HER-2, atin en ausencia de la
forma completa del mismo. Sin embargo, en las muestras con una baja expresion de la
forma completa del receptor HER-2 la expresion de la forma truncada plOOHER'2 fue
mas frecuente, puesto que 81.8% de las muestras con baja expresion de p185HER'2
expresaron la forma truncada plOOHER'z. Todas las muestras de cancer de mama que
presentaron moderados niveles de expresion de la forma completa p185HER'2 expresaron

asimismo la forma truncada, plOOHER'2

, mientras que el 95.5% de las muestras con
elevados niveles de expresion de plSSHER'2 presentaron también la forma truncada. Por
tanto, la presencia de la forma truncada plOOHER'2 fue significativamente mas frecuente

- HER-2
en las muestras con una moderada o elevada expresién de p185 que en aquellas
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muestras pertenecientes a pacientes en las que los niveles de expresion de la forma

completa del receptor fueron bajos o indetectables (P = 0.000).

3.2. Estudio de [a relacion entre [a expresion de la forma truncada del receptor
HER:2, p100°ER2, con la afectacion ganglionar en cancer de mama

Tras analizar la expresion de la forma truncada del receptor HER-2 correspondiente al

dominio extracelular del mismo, plOOHER'2

, en un panel representativo de muestras de

cidncer de mama, y estudiar su asociaciéon con la expresion del receptor completo
HER-2 . . <z .y

p185 , estudiamos la posible relacion entre la expresion de esta forma truncada con

una serie de factores prondsticos considerados de interés en cdncer de mama.

Comenzamos nuestro andlisis determinando la existencia de una posible

asociacién entre la expresion de la forma truncada del receptor HER-2, plOOHER'2

,yla
afectacion ganglionar, que es, como se sabe, el principal factor prondstico en céncer de
mama. Para ello, las muestras tumorales fueron clasificadas en funcién del nimero de

ganglios afectados organizdndolas en 3 grupos o categorias:

i) Las muestras pertenecientes a pacientes que carecian de afectacion
ganglionar

ii) Las muestras procedentes de pacientes con un maximo de tres ganglios
metastatizados

ii1) El grupo de pacientes en las que se detectaron mas de tres ganglios

metastatizados

El andlisis de correlacion entre el grado de afectacion ganglionar y la expresion
de plOOHER'2 demostré que la forma truncada se presentaba con mads frecuencia y de
forma significativa en las muestras de pacientes sin afectaciéon ganglionar (77.8%),
comparadas con aquellas muestras de cdncer de mama pertenecientes a pacientes con
uno a tres ganglios metastatizados (41.9%), o con las muestras procedentes de pacientes

con 4 o0 mas ganglios afectados (58.6%) (P = 0.006).
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L o . . HER-2
En la siguiente Tabla se resume la asociacion entre la expresién de p100

y
el grado de afectacién ganglionar en muestras de pacientes de cancer de mama

clasificadas en funcién del nimero de ganglios metastatizados.

HER-2
0

Tabla 14. Relacién entre la expresion de pl0 con la afectacion ganglionar en

muestras de cancer de mama

Grado de afectacién ganglionar % de expresion de plO()HER'2
Negativo (45) 77.8
1-3 ganglios (31) 41.9
4 o mas ganglios (29) 58.6
HER-2

Se examind mediante técnicas de Western blot la expresion de p100 en muestras de
tumores primarios de mama procedentes de pacientes agrupadas en funcién del niimero
de ganglios metastatizados.

3.3. Estudio de [a relacién entre la forma truncada del receptor HER-2, p100°%:2,

Yy otros factores prondsticos implicados en cancer de mama

HER-2 I
con la afectacion

Tras el andlisis de la relaciéon entre la expresiéon de pl100
ganglionar estudiamos la relacién entre la expresion de la forma truncada del receptor
con otros factores prondsticos tradicionalmente considerados en cancer de mama. Para

facilitar la interpretaciéon de los datos, las variables clinicas analizadas fueron

clasificadas en dos categorias, exceptuando el estadio de la enfermedad.

HER-2

Al estudiar la asociacion entre la expresion de p100 y la expresion de

receptores de estrégenos y de progesterona, no se encontrd ninguna relacion entre estas

HER-2

variables, ya que la forma truncada, p100 se expresé de forma similar en el grupo
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de muestras pertenecientes a pacientes que expresaron receptores de estrégenos y

progesterona que en el grupo de pacientes que no los presentaron (P >0.1).

Al considerar la edad de las pacientes, tampoco se encontraron diferencias, ya
que la expresion de plOOHER'2 fue semejante en el grupo de pacientes con una edad igual
o superior a 60 afios respecto al grupo con una edad inferior a ésta (P > 0.1). La
expresion de la forma truncada no se asoci6 con el estado menopdausico de las pacientes,
ya que se demostré que su presencia fue similar en el grupo de pacientes en estado

premenopdusico que en aquellas en estado post-menopéausico (P >0.1).

Por otra parte, la expresion de la forma truncada, plOOHER'2

no se asocid al tipo
histolégico del tumor analizado, puesto que la frecuencia de expresion fue similar en el
carcinoma ductal infiltrante al hallado en los tumores de los restantes tipos histologicos

estudiados (P >0.1).

Al igual que ocurri6 al considerar el niimero de ganglios afectados, la expresion
de la forma truncada del receptor correspondiente al dominio extracelular de HER-2,
plOOHER'Z, se correlacioné con el estadio de la enfermedad, siendo su expresion mads
frecuente en las muestras de pacientes en estadio I que en las muestras de pacientes de

estadios I y III (P = 0.001).

En la siguiente Tabla se refleja la relacion existente entre la expresion de
HER-2 . . . oy .
p100 con una serie de factores clinicos considerados factores prondsticos en cancer

de mama.
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HER-2
0

Tabla 15. Asociacién entre la expresion de pl0 con factores prondsticos de

cancer de mama

Factor % expresién de p1007ER2

Afectacion ganglionar
Negativo (45) 77.8 *
Positivo (60) 50.0 *

Receptores de estréogenos (RE)
Negativo (53) 62.3
Positivo (55) 63.6

Receptores de progesterona (RP)

Negativo (52) 65.4
Positivo (56) 60.7
Edad

0-59 (49) 63.3
> 60 (59) 62.7

Estado menopausico

Premenopdusica (44) 68.2
Postmenopdusica (61) 57.4
Estadio

1(21) 90.5 *
11 (56) 58.9 %
111 (31) 51.6 *
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Tipo histolégico
Ductal infiltrante (67) 61.2
Otros (17) 58.8

Tamaiio tumoral
<3cm (81) 66.7
>3 cm (27) 51.9

Las relaciones significativas se sefialan mediante un asterisco (*).El nimero de muestras
correspondientes a cada grupo se indica entre paréntesis.
4. Estudio del nivel de expresion del factor de crecimiento

heregulina en tumores primarios de mama

La heregulina es el ligando comin a los miembros de la familia HER, HER3 y HER4.
La unién de este ligando promueve la heterodimerizacién de los diferentes miembros de
la familia HER y, como ya habiamos expuesto en la Introduccién de esta Memoria,
HER-2 es el candidato de eleccién para la formacion de estos heterodimeros, siendo éste
el primer paso que conduce a la activacion de las vias de transduccion de sefial

mediadas por HER-2.

La familia de factores de crecimiento a la que pertenece la heregulina incluye
varios miembros que surgen debido a mdltiples variantes de “splicing” de cuatro genes
codificantes para neuregulinas (NRGs). La heregulina pertenece a la familia de la
neuregulina 1, al igual que el factor de diferenciacion neu (NDF), el ARIA y el factor

de crecimiento de la glia (GGF).

En esta parte del estudio se examind la expresion del factor de crecimiento
heregulina en muestras tumorales de cancer de mama y su relacién con la expresion de
la forma completa y truncada del receptor HER-2, asi como su posible asociacién con

otra serie de factores bioldgicos y clinicopatolégicos.
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4.1. Estudio de la expresion del factor de crecimiento heregulina en cdncer de

mama, mediante técnicas de RT-PCR.

En primer término, en esta parte del estudio se examind la expresion del factor de
crecimiento heregulina mediante técnicas de RT-PCR, como se describe en la seccion
de Material y Métodos de esta Memoria, empleando los siguientes cebadores
especificos: sentido 5'-AGTCCTTCGGTGTGAAACCA-3'; antisentido 5'-GGCATACC
AGGATGATCTC-3' .

Con este procedimiento, se amplific6 una regiéon de 260 pares de bases
comprendida entre los nucleétidos 606 y 866 de la secuencia de heregulina. Como
control positivo de expresion y tamafio del fragmento amplificado se utiliz6 el plasmido
pCEV27-HRG (amablemente cedido por el Dr. Aaronson) que lleva insertado la
secuencia completa de heregulina. Como se puede apreciar en la Figura 10, mediante
técnicas de RT-PCR la expresion de este factor de crecimiento en las muestras de cdncer

de mama analizadas en nuestro estudio fue frecuente (92.8%).

FIGURA 10. Expresion de heregulina en muestras de cidncer de mama procedentes de
pacientes en diferentes estadios de la enfermedad
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Expresion de heregulina en muestras de cancer de mama de diferentes estadios
determinada mediante técnicas de RT-PCR.
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4.2. Estudio del nivel de expresion del factor de crecimiento heregulina y su

localizacion subcelular en cdncer de mama

El andlisis mediante técnicas inmunohistoquimicas de la expresion del factor de
crecimiento heregulina en un panel de muestras de cdncer de mama realizado con un
anticuerpo especifico, demostrd que esta glicoproteina se expres6 de forma diferencial
en funcién de la muestra analizada. El anélisis se llevo a cabo empleando un anticuerpo
especifico dirigido contra el dominio extracelular de la proteina. Los resultados de un
tipico experimento de deteccién inmunohistoquimica de heregulina se pueden observar

en la siguiente figura (Figura 11).

FIGURA 11. Determinacién inmunohistoquimica de la proteina heregulina en cancer

de mama

. e
Andlisis inmunohistoquimico de la expresion de heregulina en cdncer de mama. En esta
muestra de carcinoma ductal infiltrante de grado medio (grado II) se observo tincién en
el citoplasma de las células tumorales correspondiente al factor de crecimiento
heregulina. En esta imagen también se observa como otros elementos celulares del
estroma, como son los fibroblastos, presentan una leve expresion de la proteina.
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Como puede observarse en la Tabla 16, al estudiar la expresion del factor de
crecimiento heregulina en los distintos grupos de muestras de cdncer de mama
establecidos en funcidn del estadio de la enfermedad, nuestros datos revelaron que 7 de
las 25 muestras de cancer de mama analizadas pertenecientes al estadio I expresaron la
glicoproteina heregulina (28%). En 7 de las 27 muestras de tumores primarios
analizadas pertenecientes a pacientes en estadio II de la enfermedad observamos
expresion del factor de crecimiento (26%). Por tltimo, 12 de las 33 muestras analizadas
procedentes de pacientes en estadio III de la enfermedad presentaron tincion citosélica
al emplear un anticuerpo anti-heregulina (36%). Segtn estos resultados, en el grupo de
muestras de tumores de mama primarios analizados en nuestro estudio la expresion de

la glicoproteina heregulina no se asocid con el estadio de la enfermedad (P > 0.1).

Paralelamente, en este mismo grupo de muestras se analizé la expresion del
receptor HER-2 por técnicas inmunohistoquimicas. Nuestros experimentos revelaron
que 8 de las 25 muestras pertenecientes al estadio I de la enfermedad (32%) presentaron
la caracteristica tincién de membrana del receptor HER-2. En 5 de las 25 muestras
analizadas pertenecientes a pacientes en estadio II de la enfermedad se detectd
expresion de la proteina HER-2 (19%). Por dltimo, en 11 de las 33 muestras tumorales
pertenecientes a pacientes en estadio III hallamos expresion del receptor de membrana
HER-2 (33%). En todos los grupos considerados, la intensidad de la tincién de HER-2

fue muy heterogénea.

La siguiente Tabla resume la expresion de HER-2 y heregulina en una amplia

serie de canceres de mama analizadas mediante técnicas inmunohistoquimicas.
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Tabla 16. Andlisis inmunohistoquimico de HER-2 y heregulina en cdncer de mama

Estadio de la % HER-2 en células % heregulina en células
enfermedad tumorales tumorales
Estadio I (25) 32 28

Estadio IT (27) 19 26

Estadio III (33) 33 36

Se examinaron, mediante técnicas inmunohistoquimicas, un nimero total de 85
muestras de tumores de mama procedentes de pacientes agrupadas en funcién del
estadio de la enfermedad.

De forma paralela al estudio inmunohistoquimico de la expresion y localizacion
subcelular del factor de crecimiento heregulina en cancer de mama, procedimos a la
determinacién de su nivel de expresion en estas mismas muestras mediante técnicas de
transferencia Western. Este andlisis se llevd a cabo empleando un anticuerpo

monoclonal anti-heregulina que reconocia el dominio extracelular de esta glicoproteina,

que ha sido ampliamente utilizado en estudios de esta naturaleza.

Nuestros resultados demostraron que el 84.6% de las muestras de cancer de
mama analizadas presentaron expresion de heregulina. Por otra parte, y al igual que
ocurria con la expresiéon del receptor HER-2, el factor de crecimiento heregulina
también presento un nivel de expresion diferencial entre las distintas muestras de cancer

de mama analizadas.

En la Figura 12 se muestran los niveles de expresién de heregulina en un panel
representativo de tumores de mama. Como control positivo de expresion de la proteina

se utilizo un extracto celular de la linea de cancer de mama MDA-MB-231.
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FIGURA 12. Estudio de expresion de heregulina en cancer de mama
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Andlisis mediante Western blot del factor de crecimiento heregulina en muestras de
cancer de mama realizado con un anticuerpo especifico. Se incluy6 una muestra de las
lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y BT-474 como control de
expresion.

Como puede apreciarse en la Figura anterior, los niveles de expresion de
heregulina fueron altamente heterogéneos entre las distintas muestras analizadas. Asi, se
detectaron altos niveles de expresion (muestras n° 36, 401, 3034 y 4306), niveles
medios (muestras n® 3178, 3241, 3274) y bajos (muestras n° 4142, 304, 4142), en

algunos casos su presencia en la muestra tumoral fue indetectable (muestra n® 386).

Como se resume en la Tabla 17, nuestros resultados mostraron que el 15.1% de
las muestras de cancer de mama analizadas mediante técnicas de Western blot no

mostraron expresion de heregulina, mientras que en otras muestras analizadas su nivel
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de expresion fue bajo o moderado, 22.4% y 41.4%, respectivamente. Por otra parte, el
20.7% de las muestras procedentes de pacientes de cancer de mama presentaron unos

elevados niveles de expresion de este factor de crecimiento.

Tabla 17. Niveles de expresion del factor de crecimiento heregulina

Nivel de expresion % expresion de heregulina
Negativo (18) 15.5
Bajo (26) 22.4
Moderado (48) 41.4
Elevado (24) 20.7

Se examiné mediante técnicas de Western blot, empleando un anticuerpo especifico, la
expresion del factor de crecimiento heregulina en muestras de cdncer de mama. El
nimero de muestras correspondientes a cada grupo se indica entre paréntesis.

4.3  ‘Estudio de la asociacion entre la expresion del factor de crecimiento

heregulina y del receptor HER:2 en cdncer de mama

Puesto que los factores de crecimiento, tales como la heregulina, participan en el
proceso de formaciéon de heterodimeros entre los miembros de la familia HER,
estudiamos la posible asociacion entre la expresion de heregulina y la expresion del

receptor HER-2.

En primer lugar, para el andlisis de esta asociacién las muestras tumorales fueron
clasificadas en funcién de su grado de expresion del factor de crecimiento heregulina.
Basdndonos en este pardmetro, se establecieron cuatro categorias: expresion negativa,
baja expresion, muestras de expresiéon moderada y, por ultimo, las muestras que

presentaron una elevada expresion de este factor de crecimiento.
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Este andlisis nos permitié observar la existencia de una asociacion significativa

HER-2 -
5 con el grado de expresion de

entre la expresién y/o sobreexpresion de pl8
heregulina. En este sentido, la sobreexpresion de la forma completa del receptor fue mas
frecuente en las muestras que presentaron simultineamente moderada (39.5%) o
elevada expresion (21.7%) del factor de crecimiento heregulina en comparacion con los
grupos de muestras que mostraron un bajo nivel de expresion (19.2%) o indetectable
(5.9%) de la misma. Por tanto, nuestros resultados indicaron que la sobreexpresion de la

forma completa del receptor HER-2 se asocié de forma significativa con el grado de

expresion del factor de crecimiento (P = 0.003).

En cambio, no se observd asociacidon estadisticamente significativa entre la

5HER2 y el grado de expresion de

expresion de la forma truncada del receptor HER-2, p9
la glicoproteina heregulina. La expresion de la forma truncada del receptor se observé
en 8 de las 17 muestras de cincer de mama analizadas en las que no se aprecid la
presencia de heregulina (47.1%), y en 14 de las 26 muestras que mostraron una baja
expresion de la misma. Por otra parte, 31 de un total de 48 muestras con expresion
moderada de heregulina mostraron asimismo expresion de p95HER'2 (64.6%), mientras
que 15 de las 23 muestras que presentaron elevados niveles de expresion de la
glicoproteina heregulina mostraron expresion de p95HER'2 (65.5%). Por tanto, nuestros
resultados indican que en el grupo de muestras analizadas en nuestro estudio, la

HER-2
5

expresion de p9 no se asoci6 con el grado de expresion del factor de crecimiento

heregulina ( P > 0.1).

En la siguiente Tabla se resumen los datos obtenidos de esta parte de nuestro

analisis.
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Tabla 18. Relacién entre la expresion y/o la sobreexpresion de p95HER'2 y plSSHER'2 con

el nivel de expresion de heregulina

Expresion de % de expresion de % de sobreexpresion % de expresion de

heregulina p95HER2 de p185"1ER2 p185HER2
Negativa (17) 47.1 5.9 41.2
Baja (26) 53.8 19.2 69.2
Moderada (48) 64.6 39.6 89.6
Elevada (23) 65.2 21.7 82.6

Se examiné la expresion de HER-2 en muestras de tumores primarios de mama
agrupadas en funcion del nivel de expresion del factor de crecimiento heregulina.
4.4 ‘Estudio de la relacion entre la expresion del factor de crecimiento heregqulina

con factores prondsticos en cdncer de mama

Después de analizar la relacion existente entre la expresion de HER-2 con la expresion
del factor de crecimiento heregulina, decidimos estudiar la posible existencia de una
asociacion entre la expresion de este factor de crecimiento con distintos parametros
clinicos (Tabla 19) de interés en cancer de mama. Para facilitar el analisis, todas las

variables de tipo clinico fueron dicotomizadas, excepto el estadio de la enfermedad.

En este sentido, en el grupo de muestras de cdncer de mama analizadas en
nuestro estudio no se encontrd asociacion entre la expresion de la proteina heregulina y
la expresion de los receptores de estrogenos (RE) y/o de progesterona (RP) (P > 0.1).
Tampoco se encontrd relacion entre la expresion de heregulina con la edad, ya que la

tasa de expresion de la glicoproteina fue similar en el grupo de pacientes con una edad
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igual o inferior a 59 afios en comparacién con el grupo de pacientes con una edad

superior a 60 (P > 0.1).

Tampoco varié significativamente la expresion de heregulina entre las pacientes
estratificadas en funcién del estadio de la enfermedad (I, II, 6 III) (P = 0.1). Por su
parte, la frecuencia de expresion del factor de crecimiento no demostré variar en

funcién del tamafio tumoral, considerando €ste como mayor o menor de 3 cm. (P > 0.1).

Cuando tomamos como criterio el tipo histoldgico del tumor, considerando dos
grandes grupos que abarcaban el carcinoma ductal infiltrante de mama por un lado, y el
resto de tipos tumorales por otro, no se encontré relaciéon entre la expresion de
heregulina con ningtn tipo tumoral especifico (P > 0.1). Por dltimo, tampoco fue
posible establecer la existencia de una relacion significativa entre la expresion del factor

de crecimiento heregulina y la afectacién ganglionar (P > 0.1).

En la siguiente tabla se resumen los datos obtenidos al estudiar la expresion del
factor de crecimiento heregulina en funciéon de una serie de factores tradicionalmente

considerados de valor prondstico en cdncer de mama.

Tabla 19. Asociacion entre la expresion proteica de heregulina con factores prondsticos

en cancer de mama

Factor % expresion heregulina

Afectacion ganglionar
Negativo (53) 81.1
Positivo (61) 86.9

Receptores de Estrogenos
Negativo (59) 84.7
Positivo (58) 84.5
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Receptores de Progesterona

Negativo (59) 82.8
Positivo (58) 86.4
Edad

0-59 (68) 83.7
> 60 (49) 85.3

Estado menopausico
Premenopausica (44) 86.4

Postmenopdusica (61) 82.9

Estadio tumoral

1(28) 71.4
11 (56) 91.1
111 (33) 84.4
Tipo histolégico

Ductal infiltrante (71) 87.3
Otros (18) 88.9

Tamaiio tumoral
<3 cm (49) 84.1
>3 cm (29) 86.2

Se examino la expresion del factor de crecimiento heregulina en muestras de cincer de
mama clasificadas en funcién de diversos parametros clinicos. El nimero de muestras
correspondientes a cada grupo se indica entre paréntesis.
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5. Estudio del estado de activacion del receptor HER-2 en cdncer

de mama

Los estudios realizados sobre los miembros de la familia HER han demostrado que su
funcion depende, al menos en parte, de la presencia de factores de crecimiento como
pueden ser heregulina o el factor de crecimiento epidérmico (EGF), siendo éstos los que
promueven la dimerizacion de los receptores. Esta dimerizaciéon conlleva una
fosforilacion cruzada de los residuos de tirosina del dominio catalitico de los receptores
que forman el dimero. Esta fosforilacién produce su activacion siendo ésta el inicio de
la cascada de sefializacion que dara lugar en ultima instancia a la transcripcién de genes

implicados en proliferacién y supervivencia celular.

En esta parte de nuestro estudio analizamos el estado de fosforilacién de la
forma completa, p185HER'2 y truncada, p95HER'2, del receptor HER-2 en un panel de
canceres de mama. Asimismo, se relaciond esta activacion con la expresion de otros
factores biolégicos y con una serie de pardmetros clinicos considerados de interés por su

valor pronéstico en cincer de mama.

5.1. Estudio del nivel de fosforilacion del receptor HER:-2 en tumores primarios de

mama mediante técnicas inmunohistoquimicas

El anélisis mediante técnicas inmunohistoquimicas del grado de activacién del receptor
HER-2 en muestras de cancer de mama se llevé a cabo empleando un anticuerpo que
reconoce especificamente el residuo de tirosina 1248 del receptor cuando éste se
encuentra fosforilado. El andlisis de una serie de tumores mediante esta técnica
demostré que los niveles de fosforilacion del receptor HER-2 presentaron una extensa

variabilidad dependiendo de la muestra analizada.

En la siguiente imagen se representa una tincidn inmunohistoquimica de la
forma fosforilada del receptor HER-2 en una muestra de cdncer de mama. Como ya

hemos comentado, la tincién localizada en la membrana celular e indicativa de la
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presencia del receptor HER-2 fosforilado en la misma, presenté distintos grados de

intensidad dependiendo de las muestras tumorales analizadas.

FIGURA 13. Estudio inmunohistoquimico de la expresién de HER-2 fosforilado en

cancer de mama

Andlisis inmuhistoquimico de HER-2 fosforilado en una muestra de cancer de mama
con un anticuerpo anti-HER-2 fosforilado. Al analizar esta muestra de cancer de mama
correspondiente a un carcinoma ductal de grado intermedio (grado II), se observé que la
tincién de la membrana de las células malignas mostré una morfologia parcial y de
intensidad débil.
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5.2. Estudio del estado de activacion de las formas completa, pl857%%2, y
truncada, p95'#R2, del receptor HER:2, mediante técnicas de Western blot en

cdncer de mama

El estudio del estado de activacion del receptor HER-2 mediante técnicas
inmunohistoquimicas nos permitié conocer el grado de fosforilacion de HER-2 en las
distintas muestras de cdncer de mama analizadas. Sin embargo, esta técnica no nos

HER-2

permite distinguir a qué forma del receptor, la completa, p185 o la truncada,

95HER2, corresponde el nivel de fosforilacién de HER-2 observado. Por este motivo, y

p
con el fin de conocer con exactitud el grado de activacion de cada una de las formas del
receptor de membrana con actividad tirosina quinasa HER-2, analizamos el estado de
fosforilacion de éstas en una amplia serie de muestras tumorales procedentes de
pacientes de cancer de mama, empleando técnicas de Western blot. Para ello, se empled
un anticuerpo especifico que reconoce tnicamente ambas formas del receptor cuando

presentaran el residuo de tirosina 1248 fosforilado, correspondiente al dominio C-

terminal intracelular del receptor.

En el curso de este andlisis observamos que el grado de activacién de la forma
completa y truncada del receptor HER-2 presenté una gran variabilidad entre las
diferentes muestras incluidas en nuestro estudio. Asi, y como se puede apreciar en la
Figura 14, mientras algunas muestras no presentaron ninguna de las formas del receptor
activadas (véase por ejemplo las muestras n° 1113 y 1315), en otros casos se detectaron
grados variables de activacién del mismo. En este sentido, observamos que algunas

HER-2 .
activada

muestras presentaron Unicamente la forma completa del receptor, p185
(muestras n° 1338 y 2464), mientras que, por el contrario, un considerable nimero de
muestras mostraron ambas formas del receptor, plSSHER'2 y p95HER'2, fosforiladas

(muestras n® 1571, 1832 y 2138).
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FIGURA 14. Analisis mediante Western blot de HER-2 fosforilado en cancer de mama
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Andlisis de Western blot empleando un anticuerpo especifico anti-HER-2 fosforilado.
Se incluyeron muestras de las lineas celulares de cancer de mama BT-474 y SK-BR3
como control de expresion

La forma completa del receptor, plSSHER'2 fosforilada se presenté en 150 de las

HER-2 2
se detectd en su

muestras analizadas (74.6%), mientras que la forma truncada p95
estado fosforilado en 60 del total de muestras analizadas (29.8%). En 74 de las 150
muestras en las que se detect6 la activacion de plSSHER'Z, los niveles de la misma fueron
bajos (38.7%), mientras que 50 de las muestras analizadas presentaron unos niveles

moderados de fosforilacion del receptor completo (26.3%), y 26 tumores mostraron

elevados niveles de p185"% fosforilado (13.6%).

En lo referente a la activacion de la forma truncada del receptor HER-2, p95HER'2

observamos que 35 de las muestras mostraron bajos niveles de activacion (18.4%),
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mientras que 14 muestras presentaron moderados niveles de activacion (7.4%) y, por
ultimo, 11 de las muestras analizadas expresaron unos elevados niveles de fosforilacion

de la forma truncada del receptor (5.8%). Como hemos comentado anteriormente, la

HER-2
5

observacién de esta distribucion indica que los niveles de fosforilacion de p18 y

HER-2 . .
p95 en las muestras analizadas fueron muy variables.

FIGURA 15. Representacion de los niveles de fosforilacion de las formas completa,

HER-2
5

plSSHER'Z, y truncada, p9 , en cancer de mama

p185HER-2 fosforilado p95HER-2 fosforilado

elevado \ —— hegativo

n iv
Vs egativo

N bajo moderado — bajo

Diagrama de sectores en el que se representa el grado de fosforilacién de las formas
completa y truncada de HER-2

El nivel basal de expresiéon de la proteina fue independiente del nivel de
fosforilacién de la misma, indicando que las diferencias observadas en los niveles de
fosforilacion de las formas completa y truncada de HER-2 se deben a diferencias en los
niveles de activacién de las mismas entre las distintas muestras y no a diferencias en la

cantidad de proteina de cada tumor empleada en los experimentos de SDS-PAGE.

Como resumen, en la siguiente Tabla podemos observar la distribucién de las
1% 2 . . sz HER-2
muestras en funcién de la expresion de los niveles de fosforilaciéon de p185 y

p9 SHER—Z
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HER-2
5

Tabla 20. Grado de activacion de la forma completa del receptor HER-2, p18 y
truncada, p95HER'2 en muestras de cancer de mama
Nivel de expresion %0 plSSHER'2 fosforilado Y% p95HER'2 fosforilado
Negativo 21.5 (41) 68.4 (130)
Bajo 38.7 (74) 18.4 (35)
Moderado 26.3 (50) 7.4 (14)
Elevado 13.6 (26) 5.8 (11)
Se examiné la expresidon de las formas completa, plSSHER'2 y truncada, p95HER'2, del

receptor HER-2 fosforiladas en muestras de tumores de mama. El nimero de muestras
correspondientes a cada subgrupo se indica entre paréntesis.

En el siguiente paso de nuestro estudio analizamos la posible asociacién entre la
fosforilacion de la forma truncada del receptor HER-2, p95HER'2, con los niveles de
fosforilacion de la forma completa plSSHER'Z. En este sentido, se estudio el estado de
activacion de la forma truncada del receptor p95HER'2 en las diferentes muestras de
cancer de mama agrupadas en funcion del grado de fosforilacién de la forma completa

plSSHER'2 (nulo, bajo, moderado o alto).

En la siguiente Tabla podemos observar el resultado del anélisis de la relacién
entre el estado de fosforilacion de la forma truncada en funcién de los niveles de

expresion de la forma completa fosforilada.
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HER-2
5

Tabla 21. Relacion entre el estado de fosforilacién de p9 y el grado de activacién

de la forma completa del receptor, plSSHER'z, en muestras de cancer de mama

Activacién de p185"" % fosforilacién de p95"*"*>
Negativa (41) 4.9
Baja (74) 15.1
Moderada (50) 58.6
Elevada (26) 69.2

Se examind, mediante técnicas de Western blot empleando un anticuerpo especifico, la
expresion de p95""? fosforilado en muestras de tumores primarios de mama
previamente agrupadas en funcidn de los niveles de fosforilacién del receptor HER-2
completo, pl g5HER2,

Al analizar la asociacién entre la fosforilacion de la forma truncada del receptor
HER-2, p95HER'2 con el grado de activacién de la forma completa del mismo plSSHER'z,
observamos que la fosforilacion del receptor truncado fue significativamente mas
frecuente en las muestras de cancer de mama que presentaron una moderada (58.6%) o
elevada (69.2%) activacién de plSSHER'Z, en comparacién con aquellas muestras de

cancer de mama que presentaron bajo grado de fosforilacién de plSSHER'2 (15.1%), o en

las que no presentaron la forma activa de plSSHER'2 (4.9%) (P < 0.001).
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5.3. Estudio de la relacion entre la fosforilacion de las formas completa y truncada
del receptor HER:-2 con la expresion del factor de crecimiento herequlina en

cdncer de mama

En esta parte del estudio analizamos la posible existencia de una asociacién entre la
expresion del factor de crecimiento heregulina y la activacion del receptor HER-2. Con
este fin, y como se aprecia en la siguiente Tabla, las muestras tumorales se clasificaron
en funcién de la expresion del factor de crecimiento heregulina y se estudié su relacién

con el estado de fosforilacion de las formas completa y truncada del receptor HER-2.

Tabla 22. Relacién entre la expresion del factor de crecimiento heregulina y el estado

HER-2 HER-2

de activacion de las formas completa, p185 , y truncada, p95 , en muestras de

cancer de mama

Expresion de heregulina % fosforilacion de p95™**? 9 fosforilacién p185™"**>

Negativa (17) 0.0 353

Positiva (79) 14.0 71.3

Se examind, mediante técnicas de Western blot, la activacion de HER-2 en muestras de
tumor primario de mama agrupadas en funcién de la expresion del factor de crecimiento
heregulina. El nimero de muestras correspondientes a cada grupo se indica entre
paréntesis.

El anélisis de los datos obtenidos mostré que la fosforilacion del receptor HER-2

HER-2 sl eee -
5 , se asocié significativamente con la expresion del factor de

completo, pl18
crecimiento heregulina (P = 0.004), resultado que ya observamos al analizar la relacién
entre la presencia del factor de crecimiento heregulina y los niveles totales de la forma

5HER2 e detecté en el

completa del receptor. De este modo, la fosforilacion de pl18
71.3% de las muestras en las que se expreso heregulina. Por el contrario, la presencia de
la forma truncada del receptor HER-2, p95HER'2, fosforilado no se correlacioné con la

expresion del factor de crecimiento heregulina (P > 0.05).
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5.4. Estudio de la relacion entre los niveles de fosforilacion de p1857F%2 y p95HER:2
con el grado de afectacion ganglionar en cdncer de mama

Puesto que previamente habiamos establecido la existencia de una asociacion

significativa entre la expresién de la forma truncada del receptor HER-2, p95"=%?, con

la presencia de afectacion ganglionar en cancer de mama, cabria esperar que la forma

activa del fragmento truncado del receptor se relacionase igualmente con la extension de

la afectacion ganglionar.

Con el fin de confirmar esta hipétesis las muestras tumorales pertenecientes a
pacientes de cancer de mama fueron clasificadas en funcién de su grado de afectacién
ganglionar. Asi, se establecieron tres categorias o grupos de muestras en relacién a la
presencia o no de ganglios metastatizados y de su ndmero, que fueron las siguientes; i)
un grupo de muestras pertenecientes a pacientes sin afectacién ganglionar; ii) una
segunda categoria en la que se agrupaban las muestras procedentes de pacientes con
uno a tres ganglios afectados por metdstasis, y; iii) por dltimo, el grupo de muestras de

pacientes con cuatro o mas metéstasis ganglionares.

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos al analizar la

Y . <2 HER-2
asociacién entre la activacién de p95

y la sobreexpresion de la forma completa del
receptor HER-2 fosforilado con el grado de afectacion ganglionar en muestras de cancer

de mama.
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Tabla 23. Relacién entre la fosforilacién de la forma truncada del receptor HER-2,

HER-2
5

P9 , y la sobreexpresion de la forma completa, plSSHER'Z, fosforilada con el grado

de afectacién ganglionar

Grado de afectacion % p95TER2 % sobreexpresion p1857FR2
ganglionar fosforilado fosforilado
Negativo (94) 29.0 13.8
1-3 ganglios (55) 27.3 12.7
4 o0 mas ganglios (78) 51.3 20.5

Se examind, mediante técnicas de Western blot, el estado de activacion de HER-2 en
muestras de cdncer de mama clasificadas en funcién del nimero de ganglios
metastatizados de las pacientes de las que procedieron.

Al analizar los resultados obtenidos en esta parte del estudio observamos que, al
igual que ocurria en el caso de la expresion de los niveles totales del fragmento truncado
p95HER'2, la fosforilacion del mismo se asocid con el grado de afectacion ganglionar en
muestras pertenecientes a pacientes de cancer de mama. Asi, la activacion del fragmento
truncado del receptor HER-2 fue significativamente mdas frecuente en las muestras
procedentes del grupo constituido por pacientes con cuatro o mds ganglios
metastatizados que en las muestras tumorales de pacientes con uno a tres ganglios
metastatizados o que en el grupo de muestras de pacientes sin afectacion ganglionar (P

= 0.003).

De esta forma, el 51.3% de las muestras pertenecientes a las pacientes con cuatro
o mas ganglios afectados presentaron la forma activa de p95HER'2, mientras que
unicamente el 27.3% de las muestras procedentes de pacientes con uno a tres ganglios

metastatizados expresaron la forma truncada de HER-2 fosforilada. Por dltimo, se
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observo activacion de p95HER'2 en el 29.0% de las muestras procedentes de pacientes sin

afectacion ganglionar.

Sin embargo, en el grupo de muestras analizadas en nuestro estudio no se

. .., e . ., HER-2 .
observé una asociacion significativa entre la sobreexpresion de p185 fosforilado y
el grado de afectacion ganglionar. En este sentido, no se detectarn diferencias

significativas al comparar los distintos grupos de muestras analizados (P > 0.1).

5.5. Estudio de la relacion existente entre [a expresion de las formas completa del
receptor HER:2, p185"R2, y truncada, p95*%2, fosforiladas con factores

prondsticos en cdncer de mama

En esta parte del andlisis se estudié la asociacién entre la activacién de la forma

HER-2 HER-2

completa, p185 y la truncada, p95 , del receptor HER-2 con diversos factores

prondsticos de importancia en cdncer de mama. Con el fin de facilitar el andlisis todas
las variables clinicas fueron clasificadas en dos categorias, a excepcion del estadio de la

enfermedad.

En este sentido, no se detectd una relacion entre el estado de fosforilacién de la

HER-2

forma truncada del receptor HER-2, p95 , v la expresion de los receptores de

estrégenos y de progesterona (P > 0.1). Sin embargo, la sobreexpresién del receptor

HER-2

completo p185 activado fue significativamente mds frecuente en las muestras que

presentaron niveles anormalmente bajos de receptores de estrégenos (P = 0.049). Esta
diferencia no se mantuvo al analizar la relacién entre plSSHER'2 fosforilado y los niveles

de los receptores de progesterona (P > 0.1).

Asimismo, no se observaron diferencias significativas entre el nivel activacién

HER-2

HER2 6 1a sobreexpresion de la forma completa, p185 ,

de la forma truncada, p95
fosforilada en relaciéon a la edad de las pacientes (P > 0.1). Lo mismo sucedié al

HER-2

analizar los niveles de activacién de la forma completa, p185 , 0 de la truncada,

p95HER'2, del receptor HER-2 en relacién al estado menopdusico (P > 0.1).
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La forma truncada del receptor HER-2, p95HER'2, fosforilada se presentd con
mayor frecuencia en las muestras de cancer de mama correspondientes a pacientes en
estadios II y III de la enfermedad que en aquellas muestras de pacientes en estadio I (P
= 0.001). Sin embargo, la sobreexpresion de la forma completa del receptor, plSSHER'z,

fosforilada no se asocid con el estadio de la enfermedad (P > 0.1).

En lo referente al tipo histolégico tumoral, no se encontr6 ningtn tipo de
asociacion entre los distintos tipos histologicos de los tumores analizados en nuestro
estudio con el nivel de activacién de plSSHER'2 (P> 0.1). En cambio, la fosforilacién de

HER-2
5

la forma truncada p9 aparecié con mayor frecuencia en las muestras tumorales del

tipo ductal infiltrante que en los restantes tipos histolégicos (P = 0.006).

HER2 _.
5 , ni los elevados

Por otra parte, ni la fosforilacién de la forma truncada, p9
niveles de expresion de plSSHER'2 fosforilado se relacionaron con el tamafio tumoral (P

>0.1).

En la siguiente Tabla se resumen los resultados obtenidos al correlacionar la
activacion de la forma truncada p95HER'2 y la sobreexpresion de plSSHER'2 fosforilado

con una serie de parametros clinicos de interés en cancer de mama.

Tabla 24. Relacion entre la fosforilacion de p95HER'2 y plSSHER'2 con factores
prondsticos en cancer de mama
Factor Y% p95HER'2 fosforilado % sobreexpresion de
plSSHER'2 fosforilado
Receptores de estrégenos
Negativo (110) 38.2 20.7 *
Positivo (116) 34.5 11.2 %
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Receptores de progesterona

Negativo (118) 39.8 19.3
Positivo (108) 324 12.0
Edad

0-59 (141) 35.5 14.1
> 60 (85) 37.6 18.8

Estado menopausico

Premenopéusica (90) 38.2 12.2
Postmenopdusica (137) 35.0 18.2
Estadio

1(27) 3.7 * 11.1
11 (140) 41.4 * 14.9
III (48) 31.3* 14.6
Tipo histolégico

Ductal infiltrante 41.6 * 16.9
Otros 21.7 * 13.7

Tamaiio tumoral

<3cm 33.9 17.5
>3 cm 43.6 10.7

Se estudié la activacion de HER-2 en funcion de una serie de factores prondsticos en
cancer de mama. Las relaciones significativas se sefialan mediante un asterisco (¥). El
nimero de casos correspondiente a cada grupo se indica entre paréntesis.
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6. Estudio de la activacion de la via de sefializacion Ras-Raf-
MAPK en cancer de mama

A lo largo de los afios se ha ido incrementando el interés por estudiar las vias de
transduccién intracelulares, lo que ha permitido aportar nuevas evidencias que

relacionan estas vias con el desarrollo del cancer.

En el caso del cancer de mama estas vias de sefializacion son, con frecuencia,
estimuladas por la presencia de un ligando o factor de crecimiento que se une a su
correspondiente receptor especifico. La union del ligando activa el receptor y le capacita
para transmitir la sefial extracelular a otras moléculas intracelulares de manera que ésta
acaba llegando al nicleo. En el caso de los receptores de la familia HER, la presencia
del ligando promueve la dimerizacion de los mismos y la trans-fosforilaciéon de los
residuos de tirosina de sus dominios cataliticos, mecanismo que promueve la actividad

tirosina quinasa intrinseca de los receptores e inicia la cascada de sefializacion.

Como ya citamos en la Introduccién de esta Memoria, una de las vias de
sefalizacién mejor establecidas en cancer de mama es la via Ras-Raf-MAPK. Esta via
se caracteriza por la fosforilacion final de la proteina con actividad quinasa MAPK. Esta
activacién capacita esta quinasa para, una vez translocada al nicleo de la célula,

promover la transcripcion de multitud de genes implicados en proliferacion celular.

Por sus implicaciones en cancer de mama, en esta parte de nuestra investigacion
estudiamos la activacién de la via de transduccion de sefial Ras-Raf-MAPK analizando
el estado de fosforilacién de la proteina MAPK en una amplia serie de muestras de
cancer de mama en las que previamente se habia caracterizado la expresion del receptor
HER-2 y su estado de activacidon. Asimismo, estudiamos la posible existencia de una
relacion entre la fosforilaciéon de las formas completa, p185HER'2, y truncada, p95HER'2
del receptor HER-2 con la activacion de MAPK en muestras de tumores primarios de

mama.
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6.1. Estudio de los niveles de activacion de MAPK en cdncer de mama

Comenzamos esta parte de nuestro estudio analizando, por medio de técnicas
inmunohistoquimicas, el estado de fosforilaciéon de la proteina MAPK. Para ello,
empleamos un anticuerpo especifico que reconocia tinicamente los residuos de treonina
202 y tirosina 204 fosforilados de esta proteina, en muestras de cdncer de mama. El
estudio inmunohistoquimico de la activacion de MAPK, del que presentamos un
ejemplo representativo en la Figura 16, demostré que los niveles de activacidon de
MAPK fueron heterogéneos, ya que las diversas muestras de cancer de mama

analizadas presentaron diferentes grados de activacion de esta enzima.

FIGURA 16. Estudio inmunohistoquimico de MAPK en cancer de mama

Andlisis inmunohistoquimico de la activacién de MAPK en un caso de cancer de mama.

Como se puede apreciar en esta Figura, perteneciente a una muestra de carcinoma ductal

infiltrante de alto grado (grado III), la expresion de MAPK fosforilada se ubica en el
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citoplasma celular y en algunos nticleos de células malignas, tras la translocacién de la

molécula al nicleo, lo que tiene lugar una vez activada.

De forma complementaria al andlisis del estado de activacién de MAP quinasa
mediante técnicas inmunohistoquimicas, estudiamos los niveles de fosforilacion de esta
proteina quinasa mediante técnicas de Western blot en un amplio panel de tumores
primarios de mama. De nuevo para llevar a cabo esta parte del estudio se empleé un
anticuerpo que reconocia Unicamente las moléculas de MAPK cuando éstas se

encontraron activadas por fosforilacién de sus residuos de treonina 202 y tirosina 204.

La Figura 17 corresponde al andlisis mediante técnicas de Western blot de los
niveles de activacion de la proteina MAPK en muestras de cancer de mama. Como se
puede apreciar, los niveles de fosforilacion de MAPK resultaron heterogéneos en el
conjunto de muestras de cincer de mama analizadas. En este sentido, y tal como puede
observarse, algunas muestras no expresaron la forma activa de la proteina quinasa
(véase por ejemplo las muestras n° 2709 y 806), mientras que otros tumores presentaron
unos bajos niveles de fosforilacion de la misma (muestras n® 84, 154 y 1115). Es de
destacar que algunas muestras tumorales mostraron unos moderados (muestras n° 703 y

719) o elevados niveles de fosforilacion de MAPK (muestras n° 817, 855, 1723).
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FIGURA 17. Analisis de la activacion de MAPK en cancer de mama determinada

mediante transferencia Western
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Andlisis mediante Western blot del nivel de activacion de MAPK en una serie de
muestras de cdncer de mama empleando un anticuerpo especifico. Se incluyé una
muestra de la linea celular de cancer de mama BT-474 como control de expresion.

En la siguiente Tabla se resume la diversidad de los niveles de activacién de

MAPK en el panel de muestras de cancer de mama analizadas en nuestro estudio.
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Tabla 25. Analisis de los niveles de fosforilacion de MAPK en cancer de mama

Nivel de fosforilacion de MAPK % muestras
Negativo (30) 20.0
Bajo (49) 32.7
Moderado (47) 31.3
Elevado (24) 16.0

Se examind, mediante técnicas de Western blot empleando un anticuerpo especifico, el
nivel de activacion de la proteina quinasa MAPK en cancer de mama. El nimero de
casos incluidos en cada subgrupo se indica entre paréntesis.

El andlisis del conjunto de datos obtenidos revel6 que el 80% de las muestras
expresaron la forma fosforilada de MAPK. En el 32.7% de las muestras analizadas los
niveles de fosforilacién de MAPK detectados fueron bajos y un porcentaje similar de las
muestras, 31.3%, mostraron una moderada activacidn de la misma. Por dltimo, el 16.0%
del total de los tumores de mama analizados expresaron unos elevados niveles de la

forma activa de MAPK.

De forma paralela se analizé el nivel de expresion de la forma total de MAPK en
cada una de las muestras de nuestro estudio. En este sentido, el nivel basal de expresion
de la proteina fue independiente del nivel de fosforilacién de la misma, indicando que
las diferencias observadas en los niveles de fosforilacion de MAPK se deben a
diferencias en los niveles de activacién de la misma entre las distintas muestras y no a
diferencias en la cantidad de proteina de cada tumor empleada en los experimentos de

SDS-PAGE.
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6.2. Estudio de la relacion existente entre la activacion de MAPK y la

fosforilacion del receptor HER-2 en cdncer de mama

En el presente apartado de nuestro estudio analizamos la posible relacién existente entre
la fosforilacién del receptor de membrana con actividad tirosina quinasa HER-2 y la

activacion de la via de sefializacion Ras-Raf-MAPK.

Con este fin se estudi6 la relacion entre la fosforilacién de las formas completa,

HER-2 HER-2 . s .
pl185 , y truncada, p95 , del receptor HER-2 con la activacién de MAPK, en una
amplia serie de muestras de ciancer de mama, cuyos resultados se presentan en la

siguiente Tabla.

Tabla 26. Relacion entre la fosforilacion de las formas completa y truncada de HER-2

con la activacion de MAPK

Activacion de MAPK % de fosforilacion de % de fosforilacion de
p9 5HER-2 p 1 8 5HER-2
Negativo (28) 25.0 53.6
Positivo (117) 45.7 88.9

El nivel de activacién de p185"%? p95"ER2 y MAPK se analizé mediante técnicas de

Western blot, empleando anticuerpos especificos en muestras de cancer de mama.

Como se puede observar en la Tabla 26, el andlisis de la relacién existente entre

HER-2

la fosforilacion de la forma truncada de HER-2, p95 con la activacién de MAPK

mostré que el 45.7% de las muestras que presentaron MAPK activada expresaron

HER-2

asimismo la forma fosforilada del receptor truncado, p95 , mientras que ésta dltima

fue detectada en el 25% de las muestras que no presentaron actividad MAPK.

Por otra parte, el 88.9% de las muestras que presentaron activacién de MAPK

expresaron asimismo la forma completa del receptor HER-2, plSSHER'Z, fosforilada,
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mientras que plSSHER'2 fosforilado se detecté en el 53.6% de las muestras que no

presentaron la forma activa de la quinasa.

Por tanto, en nuestro estudio, la forma fosforilada de p95HER'2

se expresO con
mayor frecuencia en las muestras en las que se detecté la forma activa de MAPK en
comparacién con las muestras que no la presentaron (P < 0.046). En el caso del receptor
completo se observo un efecto similar, ya que la forma activa del receptor completo se

presenté con mayor frecuencia en las muestras en las que también se detect6 la forma

activa de MAPK (P < 0.00001).

A continuacién, profundizamos en el estudio de esta asociacidon analizando la
relacion entre la expresion de las formas completa y truncada de HER-2 fosforiladas
con el grado de activacion de MAPK. Para llevar a cabo este andlisis, en primer lugar,
las muestras fueron clasificadas en funcién de los niveles de activacion de MAPK. En

este sentido, las muestras se agruparon en cuatro categorias:
i) Muestras en las que no se detect6 la forma activa de MAPK
ii) Muestras que presentaron bajos niveles de fosforilacion de MAPK

ii1) Grupo de muestras de cdncer de mama que mostraron una moderada

activacion de MAPK

iv) Grupo formado por las muestras que presentaron unos elevados niveles de

fosforilacion de la proteina quinasa MAPK

En la siguiente Tabla se resumen los resultados obtenidos al analizar la relacién

existente entre el grado de activacion de MAPK y la fosforilacion del receptor

HER-2 HER-2
5 5

completo, p18 , y truncado, p9 , en el total de muestras de cancer de mama

analizadas.
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Tabla 27. Relacién entre los niveles de fosforilacion de MAPK y la presencia de la

forma activa de p185HER'2 y p95HER'2

Fosforilacion de % p95TER2 % p1857ER2 % sobreexpresion
MAPK fosforilado fosforilado plSSHER'2 fosforilado
Negativo (28) 25.5 53.6 0.0
Bajo (48) 42.6 83.3 14.6
Moderado (46) 47.8 93.5 19.6
Elevado (23) 47.8 91.3 522

Expresion de HER-2 fosforilado en muestras de cancer de mama agrupadas en funcion
de los niveles de activacion de MAPK. El niimero de casos incluido en cada subgrupo
se indica entre paréntesis.

Como se puede observar en la Tabla 27, la expresion de la forma truncada
p95HER'2 fosforilada se detecté con mayor frecuencia en las muestras de cancer de mama
en las que también se encontraron niveles apreciables de la forma activa de MAPK. Sin
embargo, la expresion de p95HER'2 fosforilado no varié de manera notable en funcién del
grado de activacién de MAPK. En este sentido, p95HER'2 fosforilado se presentd con una
frecuencia similar en las muestras en las que la expresion de la forma activa de MAPK
fue baja (42.6%), en comparacién con el grupo de muestras en las que fue moderada
(47.8%) o aquel grupo formado por las muestras de pacientes de cdncer de mama en las

que la fosforilacién de MAPK present6 elevados niveles (P > 0.1).

En relacién con la forma completa del receptor HER-2, plSSHER'Z, fosforilada se
observé que aparecié con mayor frecuencia en las muestras de cdncer de mama en las
que también se hallé activacién de MAPK. Por otra parte, en el grupo de muestras
analizadas, la fosforilacién de dicha forma completa se correlacioné con el nivel de

activacion de la proteina MAPK. En este sentido, se observé que la forma fosforilada de
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p185HER'2 se present6 en el 83.3% de las muestras en las que se hallé un bajo nivel de
activacion de MAPK, mientras que fue detectada en el 93.5% de las muestras con
moderados niveles de activacion de la proteina quinasa y en el 91.3% de las muestras en
las que la activacion de MAPK fue elevada. Estos resultados indican que la presencia de
la forma completa del receptor plSSHER'2 fosforilado fue significativamente mas
frecuente en las muestras en las que se detectaron unos moderados o elevados niveles de
activaciéon de MAPK, al compararlo con aquellas muestras en las que los niveles de

activacion de la misma fueron bajos o indetectables (P < 0.00001).

. . . . HER-2
Cuando se analiz6 la relacién existente entre la sobreexpresion de p185

fosforilado y el grado de activacion de MAPK, observamos que los elevados niveles de
fosforilacion de la forma completa del receptor unicamente pudo ser observada en las
muestras en las que se detect6 actividad MAPK, siendo negativa en los casos en los que
MAPK no se hall6 fosforilada. Por otra parte, la sobreexpresion de plSSHER'2
fosforilado fue significativamente mas frecuente en el grupo de muestras que
presentaron unos elevados niveles de activaciéon de la proteina MAPK (52.2%)

comparado con aquellas muestras en las que los niveles de activaciéon de MAPK fueron

moderados (19.6%) o bajos (14.6%) (P < 0.004).

6.3. Estudio de la relacion entre [a activacion de MAPK y los niveles de expresion

del factor de crecimiento heregulina en cdncer de mama

Con anterioridad habiamos demostrado la existencia de una relacién significativa entre
los niveles de expresion de heregulina y el grado de activacién de la forma completa del
receptor HER-2, plSSHER'z. Por este motivo, en esta parte de nuestro estudio analizamos
la implicacién de la presencia del factor de crecimiento heregulina en la transduccién de
HER-2

seflal mediada por la forma completa del receptor de membrana HER-2, p185

fosforilado en relacion con la activacion de MAPK.

En la siguiente Tabla se resumen los datos obtenidos del estudio de la relacidn

existente entre la expresion del factor de crecimiento heregulina y la activacién de
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MAPK en las muestras que presentaron la forma completa del receptor HER-2

fosforilada.

Tabla 28. Relacion entre la expresion del factor de crecimiento heregulina y el estado

de activacion de MAPK en las muestras que expresan plSSHER'2 fosforilado

Activaciéon de MAPK % heregulina negativo % heregulina positivo
Negativo (10) 28.6 71.4
Positivo (49) 2.3 97.7

El grupo de muestras que presentaron activacién de p185™™%7 fueron clasificadas en
funcion del estado de activaciéon de MAPK

Nuestros resultados mostraron que, en el grupo de muestras que presentaron
plSSHER'2 fosforilado, la expresion de heregulina fue mas frecuente en aquellas muestras
que presentaron simultdneamente activacién de MAPK (97.7%), si lo comparamos con
el grupo en las que, pese a existir expresion de plSSHER'2 fosforilado y expresion de
heregulina, no existié activacion de MAPK (71.4%). Por tanto, la expresion de

heregulina se correlacioné con la activaciéon de MAPK en el grupo de muestras en las

que la forma completa del receptor HER-2, plSSHER'2 se hallaba fosforilada (P = 0.014).

En el grupo de muestras que no presentaron expresion de heregulina, la

HER-2 . S .
5 no se relaciond con la activacion de MAPK. Por este motivo,

fosforilacion de p18
nuestros resultados indican que la activacién de la forma completa del receptor HER-2,
plSSHER'z, se relaciond con la activaciéon de MAPK en aquellas muestras que expresaron

el factor de crecimiento heregulina.
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6.4. Estudio de la relacion entre [a activacion de MAPK y el grado de afectacion

ganglionar en cdancer de mama

Tras estudiar la relacidon existente entre el estado de activacion de MAPK y la
fosforilaciéon de las formas completa y truncada del receptor HER-2, analizamos la
relacidn entre éstas y la activacién de la via de transduccién de sefial Ras-Raf-MAPK
con una serie de variables clinicas habitualmente consideradas de importancia en el

prondéstico de las pacientes de cdncer de mama.

Puesto que, previamente habiamos descrito que la activacién de la forma

HER-2

truncada, p95 se asocié con una mayor afectacién ganglionar y, a su vez, se

relacioné con la activaciéon de MAPK, decidimos estudiar la asociaciéon entre la
expresion de las formas completa y truncada de HER-2, plSSHER'2 y p95HER'2
fosforiladas con el grado de afectacion ganglionar en el grupo de muestras de cancer de

mama en las que se detect activacion de MAPK.

Para facilitar este andlisis, las muestras se clasificaron en funcién del nimero de
metéstasis ganglionares presentes en las pacientes a partir de las cuales se obtuvieron.
De esta manera, se distinguieron varios grupos: i) una categoria formada por las
muestras pertenecientes a pacientes sin afectacidon ganglionar; ii) un segundo grupo
formado por el conjunto de muestras obtenidas a partir de pacientes en las que se
detectaron una a tres metdstasis ganglionares, y; iii) por ultimo, las muestras
pertenecientes a pacientes a las que le fueron detectados cuatro o mas ganglios

afectados.

En la siguiente Tabla se resumen los resultados obtenidos al relacionar la
fosforilacién de las formas completa y truncada de HER-2 con el grado de afectacién

ganglionar en el grupo de pacientes que presentaron actividad MAPK.
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Tabla 29. Relacién existente entre la activaciéon de HER-2 con el grado de afectacion

ganglionar en el grupo de pacientes cuyas muestras tumorales presentaron activacién de

MAPK
Grado de afectacion % p95"ER2 % p185HER-2
ganglionar fosforilado fosforilado
Negativo (36) 38.9 91.9
1-3 ganglios (31) 29.0 83.9
4 o0 mas ganglios (49) 61.2 89.8

Se estudi6 la relacion entre la activacion de HER-2 y el grado de afectacidon ganglionar
en muestras de cdncer de mama que presentaron activacion de MAPK.

Al analizar los datos obtenidos en la Tabla anterior observamos que en el grupo
de muestras en las que se detectd la forma activa de MAPK, la expresion de la forma
truncada, p95HER'2 fosforilada fue significativamente mayor en las muestras
pertenecientes a pacientes con cuatro o mds ganglios afectados (61.2%), si lo
comparamos con aquellas muestras procedentes de pacientes en las que inicamente se
detectaron uno a tres ganglios metastatizados (29.0%), o con las muestras de cancer de
mama pertenecientes a pacientes sin afectacion ganglionar. Por tanto, nuestros
resultados nos permitieron establecer que la activacion de la proteina MAPK y la

HER-2 .
5 se relaciond directamente con

expresion simultanea de la forma fosforilada de p9
el grado de afectacion ganglionar de las pacientes, siendo significativamente mayor en
el grupo de pacientes con un mayor nimero de ganglios metastatizados (P = 0.026).
Cuando analizamos los datos referentes a p185HER'2 fosforilado, observamos que en el
grupo de pacientes en las que se detectd activacion de MAPK, la expresion de p185HER'2

no se correlaciond con el estado de afectacion ganglionar (P > 0.1).
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6.5. Estudio de la relacion entre la activacion de MAPK y HER:2 con otros

factores prondsticos en cdncer de mama

Tras estudiar la relacion entre la expresion de la forma activa de la proteina MAPK y la
activacion de HER-2 con el grado de afectacion ganglionar en muestras de tumores de
mama, se estudié la posible relacién existente entre la expresion de las formas completa
y truncada de HER-2 fosforiladas y la activacion de MAPK con otros factores clinicos
considerados de interés en esta enfermedad. Con el fin de facilitar la labor analitica,
estas variables clinicas fueron clasificadas en dos categorias, a excepcion del estadio de

la enfermedad.

Nuestros resultados no demostraron una relacidon estadisticamente significativa
entre la activacién de MAPK y de p185"%? fosforilado con la expresion de receptores
de estrégenos o progesterona, asi como tampoco mostrd estar condicionado por la edad
de aparicién del tumor, ni se relaciond con el estado menopdusico de las pacientes. En
relacién con el estadio de la enfermedad, el tamafio tumoral y el tipo histolégico del
tumor, observamos que la expresion simultdnea de la forma completa del receptor HER-

2 fosforilada y de MAPK activada no se relacioné con estos factores (P > 0.1).

Sin embargo, nuestros resultados demostraron que la expresién simultinea de
MAPK activada y de la forma truncada p95"=*? fosforilada fue significativamente mas
frecuente en las muestras de cdncer de mama procedentes de pacientes de estadios mas
avanzados de la enfermedad (P = 0.026). Asimismo, nuestros resultados demuestran
que la expresion conjunta de p95HER'2 y MAPK fosforiladas result6 significativamente
mds frecuente en aquellas muestras tumorales de mayor tamafio (P = 0.041). De forma
similar, la fosforilacion de la forma truncada del receptor HER-2 y de la serina/treonina
quinasa se hallé con una frecuencia significativamente mayor en tumores primarios de
mama pertenecientes al histotipo ductal infiltrante, en comparacién con los restantes

tipos histolégicos (P = 0.037).
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Nuestros datos no demostraron la presencia de una correlacion entre la
activacion de MAPK y de p95HER'2 con la expresién de receptores hormonales
(receptores de estrégenos y progesterona) (P > 0.1). Tampoco se hallé una relacién
estadisticamente significativa entre la presentacion simultdnea de p95HER'2 y de MAPK

activados en relacion con la edad o el estado menopausico de las pacientes (P > 0.1).

En la siguiente Tabla se resumen los resultados obtenidos al estudiar la relacién
entre la fosforilacion de las formas completa y truncada de HER-2 y la activacién de

MAPK con diversos factores clinicos.

Tabla 30. Relacién entre la actividad de HER-2 y MAPK con otros factores prondsticos

en cancer de mama

Factor Y% p95HER'2 Y% plSSHER'2

fosforilado fosforilado

Receptores de estréogenos
Negativo (53) 52.8 94 4
Positivo (63) 39.7 84.1

Receptores de progesterona

Negativo (61) 55.7 91.9
Positivo (55) 34.5 85.5
Edad

0-59 (63) 47.6 89.1
> 60 (53) 56.6 88.7

Estado menopausico
Premenopausica (41) 51.2 92.9
Postmenopdusica (75) 42.7 86.7
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Estadio tumoral

1(9) 11.1 % 77.8
11 (77) 44.2 * 89.7
I (20) 50.0 * 85.0

Tipo histolégico del tumor
Ductal infiltrante (88) 51.1°% 92.0
Otros (28) 28.6 * 79.2

Tamaiio tumoral
<3 cm (87) 40.2 * 89.7
>3 cm (30) 62.1* 86.7

Se examind la relacién entre la activaciéon de pl8SHER-2 y p9SHER-2 con algunos
factores clinicos de interés en muestras de cancer de mama que presentaron activacion
de MAPK. El niimero de muestras correspondiente a cada variable se indica entre
paréntesis. Las relaciones estadisticamente significativas se sefialan con un asterisco (*).

7. Estudio de la activacion de la via de sefializacion PI3-K/AKkt en

cdncer de mama

La existencia de un estricto proceso de control de la regulaciéon de la supervivencia
celular es imprescindible para mantener una correcta homeostasis. Las células dafiadas
deben ser eliminadas mientras que las células diferenciadas deben mantener su estado.
Un fallo de alguno de estos procesos puede traducirse en la acumulacién de mutaciones

que podrian conducir al desarrollo del cancer o de enfermedades degenerativas.

En multitud de tipos celulares PI3-K ha demostrado jugar un importante papel
en el proceso de sefializacion que interviene en la supervivencia celular. El clésico
modelo de activacidon de PI3-K implica, en primer lugar, la unién del mismo a los
residuos de tirosina fosforilados del dominio catalitico de los receptores de membrana
con actividad tirosina quinasa (RTK) como son, por ejemplo, los miembros de la familia

HER.
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La activacién de PI3-K la capacita para, a su vez, activar por fosforilacién
multitud de efectores intracelulares. Uno de los mads relevantes en el proceso de
supervivencia celular es Akt/PKB, cuya fosforilacién en un residuo de serina y otro de
treonina conlleva su completa activacién, siendo éste uno de los efectores mas

conocidos de PI3-K.

Existen multitud de evidencias que demuestran que Akt estd implicado en el
desarrollo de procesos malignos. En concreto, Aktl se ha encontrado amplificado en el
adenocarcinoma gastrico, ademds de haberse hallado amplificaciéon génica y
sobreexpresion de la proteina Akt2 en algunas lineas celulares de carcinoma pancredtico
y ovdrico e, incluso, en muestras de cancer de ovario y mama, siendo su sobreexpresion

mas frecuente en tumores no diferenciados y, por lo tanto, més agresivos.

En esta parte de nuestro estudio analizamos la expresion de las diferentes
isoformas de Akt y estudiamos la activacién de la via de transducciéon de sefial PI3-
K/Akt en cancer de mama. Asimismo, estudiamos la relacion entre la activacion de esta
via con HER-2 y otros factores bioldgicos, asi como su asociacion con factores clinicos

de interés en cancer de mama.

7.1. Estudio de la expresion de AKt en cdncer de mama

Para llevar a cabo esta parte del estudio, en primer lugar caracterizamos el nivel de
expresion de las 3 isoformas de Akt (Aktl, Akt2 y Akt3) mediante técnicas de RT-PCR,
como se describe en la seccion de Material y Métodos de esta Memoria, empleando los
cebadores especificos para cada isoforma. Con este procedimiento se amplificé una
region de 329 pares de bases comprendida entre los nucledtidos 199 y 528 de la
secuencia de Aktl; una regién de 339 pares de bases comprendida entre los nucleétidos
88 y 422 de la secuencia de Akt2; y una regién de 327 pares de bases comprendida

entre los nucledtidos 1 y 327 de la secuencia de Akt3.
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Como se puede apreciar en la Figura 18, mediante técnicas de RT-PCR se
detect6, con gran frecuencia, la expresion de las distintas isoformas de Akt, en las
muestras de cancer de mama analizadas en nuestro estudio, presentdndose asimismo con

una gran heterogeneidad.

FIGURA 18. Panel representativo de la expresion de las distintas isoformas de Akt en

muestras de cancer de mama en distintos estadios de evolucidn, determinada por RT-

PCR.

Q
= -3

o
3 )
— (o] a 8
) o

T N = < © O ¢
TS T XRF § T O T NKNO &
G & & & & N = G N N N N N =2

+329pb Akit1 < 327pb Akt3

Ladder 50 pb
3202

3241

Blanco
Ladder 50 pb
3278

3295
Blanco

3274

3278
3202
3241
3274

3295

<+ 339pb Akt2
«230pb GAPDH

Andlisis de la expresion de las isoformas de Akt en cdncer de mama. La amplificacion
de la enzima Gliceraldehido-3-fosfato deshigrogenasa (GAPDH) fue utilizada como
control.

El andlisis de los datos obtenidos mostrd que las distintas isoformas de Akt se

presentaron de forma diferencial, de manera que algunas muestras expresaron todas las

isoformas mientras que en otras Unicamente se detectaron algunas de ellas.
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Asi, la isoforma Aktl fue detectada en el 85.9% de las muestras analizadas,
porcentaje similar al de la presentacion de la isoforma Akt2, que fue detectada en 75 de
las 92 muestras analizadas mediante técnicas de RT-PCR (81.5%). Por el contrario, la
isoforma Akt3 se presentd en un menor porcentaje de muestras, puesto que Unicamente

en la mitad de las mismas fue posible su deteccion (54.3%).

En la siguiente Tabla se muestra el porcentaje de muestras con expresion de las

isoformas Aktl, Akt2 y Akt3 en la serie de tumores primarios de mama analizada

Tabla 31. Distribucién de la expresion de las isoformas de Akt en cancer de mama

Expresion Aktl AKkt2 AKkt3
Negativo 14.1 18.5 45.7
Positivo 85.9 81.5 54.3

Se analizaron mediante técnicas de RT-PCR la expresion de las isoformas de Akt en
muestras de cincer de mama.

De forma paralela al andlisis de expresion empleando técnicas de RT-PCR, se
llevé a cabo el estudio de la expresion de las isoformas 1 y 2 de Akt mediante Western
blot. Se emplearon anticuerpos especificos dirigidos contra los respectivos dominios C-

terminales de Aktl y Akt2.

En este sentido, se observd que ambas isoformas de Akt, Aktl y Akt2, se
presentaron de forma simultidnea en la mayoria de las muestras analizadas, pese a
presentarse con diferentes niveles de expresion dependiendo de los diferentes tumores

primarios.

En la Figura 19 se muestra una tipica imagen de transferencia Western en la que
se aprecia el grado de expresion de las isoformas Aktl y Akt2 en las distintas muestras

de cancer de mama analizadas en este estudio.
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FIGURA 19. Anilisis del nivel de expresion de Aktl y Akt2 en cdncer de mama.
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Andlisis de Western blot empleando anticuerpos especificos para cada isoforma de Akt
en muestras de cdncer de mama. La linea celular BT-474 se incluyé como control de
expresion.

Como se puede apreciar en la Tabla 32 en la que se resume el grado de expresion de
cada una de las isoformas de Akt analizadas en esta parte de nuestro estudio, Aktl y Akt2 se
expresaron de forma diferencial entre las distintas muestras incluidas en esta parte de nuestro
estudio. De un total de 133 muestras, 102 mostraron expresion de Aktl (83.3%), de éstas el
32.4% mostré unos bajos niveles de expresion de la proteina, mientras que el 41.9% presentd
moderados niveles de expresion de Aktl. Por ultimo, en un pequefio porcentaje de muestras,

9.6%, se detectaron unos elevados niveles de expresion de esta isoforma de Akt.

En el andlisis de Akt2, 114 del total de las 133 muestras analizadas presentaron
expresion de esta isoforma, en concreto, el 43.3% de éstas mostraron bajos niveles de expresion
de Akt2, mientras que en el 28.6% de los tumores analizados se detectaron moderados niveles
de Akt2, inicamente en el 4.5% de los mismos se hallaron unos elevados niveles de expresion

de esta proteina.
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Tabla 32. Niveles de expresion de las isoformas Aktl y Akt2 analizadas mediante

técnicas de Western blot en cancer de mama

Expresion Aktl AKkt2
Negativo 16.2 (22) 233 (31)
Bajo 32.4 (44) 43.6 (58)
Moderado 41.9 (57) 28.6 (38)

Elevado 9.6 (13) 4.5 (6)

Se analiz6 la expresion de Aktl y Akt2 en muestras de tumores primarios de mama
empleando anticuerpos especificos dirigidos contra estas proteinas. El nimero de
muestras incluido en cada subgrupo se indica entre paréntesis.

7.2. Estudio del estado de activacion de AKt en cdncer de mama

Puesto que Akt es activo y realiza sus funciones en sefalizacién intracelular cuando esta
fosforilado, de forma complementaria al estudio de la expresion de las distintas

isoformas de Akt analizamos su estado de activacion.

Para ello en primer lugar realizamos el andlisis inmunohistoquimico de Akt
fosforilado en una serie de muestras de tumores primarios de mama. Como se describe
en la seccion de Material y Métodos de esta Memoria, en este estudio empleamos un
anticuerpo especifico dirigido contra el residuo de serina 473 fosforilado de la molécula
de Akt. En la siguiente Figura se muestra un ejemplo de una tincién

inmunohistoquimica de la forma fosforilada de Akt en cancer de mama.
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FIGURA 20. Estudio inmunohistoquimico de Akt fosforilado en cdncer de mama
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Imagen representativa de un carcinoma ductal infiltrante de alto grado (grado III), en el
que se observa un patréon de expresion de Akt fosforilado heterogéneo y difuso,
localizado en la membrana celular, en los nicleos de las células malignas y en algunos
citoplasmas celulares.

De forma simultdnea al andlisis de la expresion de la forma fosforilada de Akt
empleando técnicas inmunohistoquimicas, caracterizamos el estado de activacion de
Akt en una amplia serie de muestras de cdncer de mama mediante técnicas de Western
blot. En este sentido, empleamos, nuevamente, un anticuerpo dirigido especificamente
contra la forma fosforilada de Akt. Este anticuerpo reconocia el residuo de serina 473

fosforilado de la molécula de Akt.

En la siguiente imagen se aprecian los resultados del estudio de los niveles de

activacion de Akt en cancer de mama.
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FIGURA 21. Analisis del nivel de expresion de Akt fosforilado en cancer de mama
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Estudio de los niveles de expresién de Akt fosforilado una serie de muestras de cincer
de mama. Las lineas celulares SKBR-3 y BT-474 se incluyeron como control de
expresion.

Los resultados derivados de este andlisis mostraron que la activacién de Akt se
presentd con frecuencia puesto que el 84.7% de las muestras analizadas mostraron la
forma fosforilada de la molécula. En general, las muestras que mostraron esta activacion
presentaron distintos grados de intensidad de la misma. En este sentido, el 36.0% de las
muestras analizadas presentaron unos bajos niveles de expresiéon de Akt fosforilado,
mientras que el 33.3% de las mismas mostraron Akt fosforilado con moderados niveles
de expresion y, por ultimo, en un menor porcentaje de los tumores analizados en este

estudio, 15.3%, fue posible detectar la sobreexpresién de Akt fosforilado.

En la siguiente Tabla se resumen los resultados obtenidos al estudiar los niveles

de expresion de Akt fosforilado empleando técnicas de Western blot.
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Tabla 33. Estudio de los niveles de activacién de Akt en cancer de mama

Niveles de expresion % Akt fosforilado
Negativo (23) 15.3
Bajo (54) 36.0
Moderado (50) 33.3
Elevado (23) 15.3

Se analizaron los niveles de Akt fosforilado mediante transferencia Western, empleando
un anticuerpo especifico, en muestras de cincer de mama. El nimero de muestras
incluido en cada subgrupo se indica entre paréntesis.

El nivel basal de expresion de la proteina Akt fue independiente del nivel de
fosforilacion de la misma, indicando que las diferencias observadas en los niveles de
fosforilacion de Akt se deben a diferencias en los niveles de activacién de la misma
entre las distintas muestras y no a diferencias en la cantidad de proteina de cada tumor

empleada en los experimentos de SDS-PAGE.

7.3. Estudio de la relacion entre la expresion y estado de activacion de AKt con la

activacion de HER-2 en cdncer de mama

En este apartado de nuestro estudio analizamos la posible relacién existente entre la
expresion de Akt y la activacion de la via de transduccion de senal PI3-K/Akt con la
activacion del receptor de membrana con actividad tirosina quinasa HER-2 en céncer de

mama.

Con este fin, en primer lugar estudiamos la relacion entre la expresion de las

diferentes isoformas de Akt con la expresion de las formas completa, plSSHER'Z, y

HER-2

truncada, p95 , fosforiladas. En la siguiente Tabla se resumen los resultados
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obtenidos al estudiar la relacién entre la expresion de Aktl y Akt2 con la activacién de
las formas completa y truncada de HER-2.

Tabla 34. Relacién entre la expresion de las isoformas de Akt con plSSHER'2 y p95HER'2

fosforilados en cancer de mama

Expresion de Aktl % fosforilacion p1857ER2 % fosforilacion p95™=~2
Negativo (22) 81.8 40.9
Positivo (105) 91.4 42.9

Expresion de Akt2 % fosforilacion plSSHER'2 % fosforilacion p95HER'2
Negativo (31) 80.6 32.3
Positivo (93) 92.5 45.2

Andlisis de la expresion de HER-2 en muestras de cidncer de mama agrupadas en
funcion de la expresion de Akt 1 y Akt 2. El nimero de muestras incluido en cada
subgrupo se indica entre paréntesis.

Al analizar los datos obtenidos, observamos que, en general, la expresion de las
isoformas de Akt, Aktl y Akt2 no se relacionaron con el estado de activacion de las

formas completa, plSSHER'Z, y truncada, p95HER'2, del receptor HER-2.

Observamos que el 91.4% de las muestras que mostraron expresion de Aktl
presentaron la forma completa del receptor p185HER'2 fosforilada. En el 92.5% de las
muestras analizadas que expresaron Akt2 se hallé asimismo expresion de p185HER'2
fosforilado. En conjunto, la expresion de la forma completa de HER-2 fosforilada no
fue significativamente mas frecuente en las muestras que expresaron cualquiera de las
SHER2

isoformas de Akt (P > 0.1). En relacién a la forma truncada de HER-2, p9

fosforilada tampoco se encontré una relacion estadisticamente significativa entre su
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activacion y la expresion de la isoforma Aktl. El 42.9% de las muestras que expresaron
Aktl presentaron asimismo expresion de p95HER'2 fosforilado, mientras que en las
muestras que expresaron Akt2, p95HER'2 fosforilado se detect6 en el 45.2% de los casos

(P>0.1).

Una vez completado el estudio de la relacién entre la expresion basal de las
isoformas de Akt y la fosforilacién de ambas formas del receptor HER-2, analizamos la
posible relacién existente entre la activacion de Akt y la fosforilacion de las formas

SHER'z, y truncada, p95HER'2, del mismo. Para facilitar este estudio, las

completa, p18
muestras fueron clasificadas en funcién de su nivel de expresion de Akt fosforilado, con
lo que se obtuvieron varios grupos de muestras: i) muestras en las que no se detectd
expresion de Akt fosforilado; ii) aquellas muestras en las que la forma activa de Akt
estuvo presente con bajos niveles; iii) el conjunto de canceres de mama en los que los
niveles de Akt fosforilado fueron moderados; y, iv) por ultimo, aquellas que presentaron
sobreexpresion de la forma activa de Akt. En la siguiente Tabla se resumen los

resultados obtenidos al relacionar el grado de activacién de Akt con la fosforilacién de

las formas completa y truncada de HER-2.

Tabla 35. Relacion entre los niveles de fosforilacién de Akt y HER-2 fosforilado

Niveles de % p95HER'2 % plSSHER'2 % sobreexpresion
fosforilacién Akt fosforilado fosforilado p185"FR2 fosforilado
Negativo (23) 21.7 56.5 0.0
Bajo (51) 39.2 76.6 17.6
Moderado (49) 40.8 91.8 16.3
Elevado (22) 50.0 95.5 45.5

Andlisis de Western blot empleando un anticuerpo especifico contra HER-2 fosforilado
de muestras de cancer de mama agrupadas en funcién de los niveles de activacioén de
Akt. El nimero de muestras incluido en cada subgrupo se indica entre paréntesis.
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Como se puede observar en la Tabla 35, la expresién de la forma truncada
p95HER'2 fosforilada se presenté con mayor frecuencia en las muestras de cancer de
mama en las que simultdneamente se detect6 la expresion de Akt fosforilado. Sin
embargo, la expresion de p95HER'2 fosforilado no varié de forma significativa en funcién
de los niveles de activacion de Akt fosforilado. Asi, p95HER'2 fosforilado fue detectado
con una frecuencia similar en las muestras en las que la expresioén de Akt fosforilado fue
baja (39.2%), en comparacion con aquellas en las que fue moderada (40.8%), o con las
muestras de pacientes de ciancer de mama en las que la fosforilacion de Akt presentd

elevados niveles (50.0%) (P > 0.1).

En el aspecto referente a la expresion de plSSHER'2 fosforilado, observamos que
el porcentaje de muestras que expresaron la forma completa del receptor fosforilado se
incrementd significativamente dependiendo del grado de activacion de Akt. En este
sentido, mientras el 56.6% de las muestras que no presentaron expresion de Akt
fosforilado expresaron la forma completa del receptor fosforilado, el 76.6% de las
muestras en las que se detectaron unos bajos niveles de activacion de Akt presentaron
también expresion de la forma completa del receptor HER-2 fosforilada. Asimismo, en
el 91.8% de las muestras de tumores primarios de mama con moderados niveles de
activacion de Akt se detecté expresion de plSSHER'2 fosforilado, mientras que el 95.5%
de las muestras con sobreexpresion de Akt fosforilado presentaron simultineamente

activacién de p185™R2 (P = 0.001).

Esta misma relaciéon pudo observarse al analizar la asociaciéon entre la
sobreexpresion de p185HER'2 fosforilado y el grado de activaciéon de Akt. En este
sentido, observamos que todas las muestras con sobreexpresion de p185HER'2 fosforilado
presentaron activacién de Akt y que el porcentaje de muestras que sobreexpresaron
p185HER'2 fosforilado se increment6 con el grado de activacion de Akt. Asi, mientras
que la sobreexpresion de p185HER'2 fosforilado estuvo presente tinicamente en el 17.6%
de las muestras con bajos niveles de activacién de Akt y en el 16.3% de las muestras

con un grado moderado de expresion de Akt fosforilado, el 45.5% de las muestras con
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sobreexpresion de Akt fosforilado presentaron asimismo sobreexpresion de plSSHER'2

fosforilado (P = 0.001).

7.4. Relacion entre la activacion de AKt y la expresion del factor de crecimiento

heregulina en cdncer de mama

En nuestro estudio sobre la relacién entre la activacién de la via de transduccién de
sefial PI3-K/Akt con la activacion del receptor HER-2, observamos que tnicamente la
forma completa del receptor HER-2 fosforilado presentd asociacién con el grado de
activacion de Akt. De la misma manera, con anterioridad demostramos la existencia de
una correlacion entre el grado de expresion de la glicoproteina heregulina y la expresion
de plSSHER'2 fosforilado. Por este motivo, en esta parte de nuestro estudio analizamos la
posible relacion existente entre la expresion de heregulina y la activacién de Akt y

HER-2 2
p185 en ciancer de mama.

Con este fin, estudiamos la relacion entre la forma completa del receptor HER-2,
plSSHER'2 fosforilado y la activacién de Akt en el grupo de tumores primarios de mama
en los que se detectd expresion del factor de crecimiento heregulina. Los resultados

obtenidos en este estudio se reflejan en la siguiente Tabla.

Tabla 36. Relacion entre la activacién de Akt y plSSHER'2 fosforilado en las muestras de

céncer de mama que presentaron expresion de heregulina

Activacion de Akt Y% plSSHER'2 fosforilado %o plSSHER'2 fosforilado
negativo positivo
Negativo 50.0 50.0
Positivo 16.4 83.6

El grupo de muestras que expresaron el factor de crecimiento heregulina fueron
clasificadas en funcién del estado de activacién de Akty de plSSHER'z.
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Al analizar los datos obtenidos en este andlisis, observamos que en el grupo de
muestras procedentes de pacientes en las que se detectd expresion del factor de
crecimiento heregulina la mitad de las muestras que no presentaron activacién de Akt
mostraron expresion de plSSHER'2 fosforilado, mientras que el 83.6% de las muestras en
las que se detectd activacion de Akt presentaron asimismo activaciéon de la forma
completa del receptor HER-2 fosforilado. Por tanto, en el grupo de muestras que
mostraron expresion del factor de crecimiento heregulina la expresién de plSSHER'2
fosforilado se asocié significativamente con la activacion de Akt (P = 0.049). Por otra
parte, y tal y como se aprecia en la siguiente Tabla, en la serie de muestras en las que no

se encontré expresion de la glicoproteina heregulina dicha asociacién no resulto

significativa (P > 0.1).

HER-2
5

Tabla 37. Relacion entre la activacion de Akt y de p18 completo en las muestras

de cancer de mama que no presentaron expresion de heregulina

Activacion de Akt Y% plSSHER'2 fosforilado Y% plSSHER'2 fosforilado
negativo positivo
Negativa 75.0 25.0
Positiva 66.7 33.3

El grupo de muestras en las que no se detectd expresion del factor de crecimiento
heregulina fueron clasificadas en funcion del estado de activacién de Akt y plSSHER'2

7.5. Estudio de la relacion entre la activacion de AKt y el grado de afectacion

ganglionar en cdancer de mama

Tras el andlisis de la asociacidn entre la activacién de la via de transduccién de sefial PI3-K/Akt
con una serie de factores bioldgicos, estudiamos la relacién entre esta via y algunos pardmetros

clinicos considerados de interés en cancer de mama.
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En este sentido, y en primer lugar, estudiamos la existencia de una posible

asociacion entre la expresion de las formas completa y truncada de HER-2, plSSHER'2

y
p95HER'2 fosforiladas, con el grado de afectacion ganglionar en el grupo de muestras de

cancer de mama en las que se detect6 expresion de Akt fosforilado.

Para facilitar la labor analitica las muestras de cdncer de mama fueron
clasificadas en funcién del nimero de ganglios afectados por metastasis. Asi se
obtuvieron diversas categorias: i) muestras procedentes de pacientes sin afectacion
ganglionar; ii) tumores primarios de mama pertenecientes a pacientes con uno a tres
ganglios metastatizados; iii) el grupo de muestras de pacientes con ciatro o mas ganglios

afectados.

En la siguiente Tabla se resumen los resultados obtenidos al relacionar la
fosforilacion de las formas completa y truncada de HER-2 con el grado de afectacion

ganglionar en el grupo de pacientes que presentaron actividad Akt.

Tabla 38. Relacion entre las formas de HER-2 fosforilado con el grado de afectacién

ganglionar en el grupo de muestras que presentaron expresion de Akt fosforilado

Grado de afectacion % p95HER2 % p185HER-2
ganglionar fosforilado fosforilado
Negativo (38) 36.8 92.1
1-3 ganglios (35) 25.7 82.9
4 o0 mas ganglios (49) 57.1 83.7

El total de muestras que presentaron Akt fosforilado y que expresaron las formas
completa, p185™°%2 y truncada, p95"™"? de HER-2 fosforiladas se agruparon en
funcién del grado de afectacién ganglionar. El ndmero de casos incluido en cada
subgrupo se indica entre paréntesis.



Resultados

Como se puede observar en los resultados obtenidos en el grupo de muestras en
las que se detectd expresion de Akt fosforilado, la expresion de p95HER'2 fosforilado fue
significativamente mas frecuente en el grupo de muestras pertenecientes a pacientes con
4 o mas ganglios afectados (57.1%) si lo comparamos con las muestras de pacientes sin
afectaciéon ganglionar (25.7%) o con el grupo formado por los tumores de mama

procedentes de pacientes con 1 a 3 ganglios afectados (36.8%) (P = 0.049).

Por tanto, la forma truncada del receptor HER-2 fosforilado se expresé con
mayor frecuencia en las muestras de cancer de mama procedentes de pacientes con un
mayor grado de afectacion ganglionar en el grupo de muestras en las que se presento la
forma activa de Akt. En este mismo grupo de muestras no se encontré relacion entre la
expresion de la forma completa del receptor HER-2, plSSHER'2 fosforilada con el grado

de afectacién ganglionar (P > 0.1).

Como podemos observar en la Tabla 39 la activacion de las formas completa y
truncada de HER-2 no se correlaciond con el grado de afectacion ganglionar en las

muestras que no presentaron actividad Akt (P > 0.1).

Tabla 39. Relacion entre las formas de HER-2 fosforilado con el grado de afectacién

ganglionar en el grupo de muestras en las que no detect6 activacion de Akt

Grado de afectacion % p95HER2 % p185HER-2
ganglionar fosforilado fosforilado
Negativo (8) 25.0 75.0

1-3 ganglios (4) 25.0 50.0

4 o0 mas ganglios (11) 18.2 45.5

El grupo de muestras de cidncer de mama que no mostraron actividad Akt fueron
clasificadas en funcién del grado de afectacién ganglionar. El nimero de muestras
incluido en cada subgrupo se indica entre paréntesis.

178



Resultados

7.6. Estudio de la relacion entre la fosforilacion de HER-2 y la activacion de AKt

con otros factores prondsticos en cdncer de mama

Después de analizar la relacién existente entre la activacion de HER-2 y de la via de
transduccion de seinal PI3-K/Akt, estimada evaluando el nivel de fosforilacién de Akt,
con el grado de afectacion ganglionar en muestras de tumores primarios de mama,
estudiamos la posible correlacién entre la expresion de Akt y HER-2 fosforilados con
otros factores clinicos tradicionalmente considerados de interés en esta enfermedad.
Con el fin de facilitar el estudio de esas relaciones entre estos pardmetros, las variables

clinicas fueron clasificadas en dos categorias, a excepcion del estadio de la enfermedad.

El estudio de la relacién entre la expresién de Akt fosforilado y p185™*** activado con
otros factores clinicos tradicionalmente considerados factores prondsticos en cdncer de mama

no nos permitié establecer ninguna asociacion significativa (P > 0.1).

Observamos que, en cambio, la activaciéon simultdnea de Akt y p95HER'2 se

present6 con mayor frecuencia en el grupo de muestras de cancer de mama procedentes
de pacientes en estadios mds avanzados de la enfermedad (P = 0.008). Sin embargo, en
nuestro estudio la activacién de Akt y de la forma truncada del receptor HER2 no se
asocio con el estado hormonal ni con la edad de las pacientes, asi como tampoco con la
expresion de los receptores de estrégenos o de progesterona (P > 0.1). Por otra parte, ni
el tamaiio ni el tipo histologico del tumor se relacionaron con la activacién simultdnea

de Akt y p95"*2 (P> 0.1)

En la siguiente Tabla se resumen los resultados obtenidos al estudiar la relacién

entre la fosforilacion de HER-2 y la activacion de Akt con diversas variables clinicas.
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Tabla 40. Relacion entre las formas completa y truncada de HER2 y Akt fosforilados

con diversos factores prondsticos en cancer de mama

Factor Y% p95HER'2 fosforilado % plSSHER'2 fosforilado

Receptores de estrégenos
Negativo (59) 45.8 88.1
Positivo (63) 38.1 84.1

Receptores de progesterona

Negativo (64) 51.6 87.5
Positivo (58) 31.0 84.5
Edad

0-59 (75) 43.8 86.3
> 60 (49) 38.8 85.7

Estado menopausico
Premenopdusica (45) 48.9 93.3

Posmenopdusica (77) 37.7 81.8

Estadio tumoral

1(7) 14.3 * 85.7
I (80) 42.5 * 92.5
III (26) 30.8 * 61.5

Tipo histolégico del tumor
Ductal infiltrante (95) 25.9 74.1
Otros (27) 46.3 89.5
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Tamaio tumoral
<3 cm (88) 39.8 92.0
>3 cm (34) 471 70.6

Se examinaron los niveles de activacion de Akt y HER-2 en muestras de tumores

primarios de mama en relacién a diversos pardmetros clinicos. El nimero de casos

incluido en cada subgrupo se indica entre paréntesis. Las relaciones estadisticamente

significativas se sefialan con un asterisco (*).

8. Caracterizacion de la expresion de HER:2 y su implicacion en la
activacion de las vias de transduccion de la sefial mitdgena en

cancer de mama de alto riesgo

Tras la caracterizacion del nivel de expresion y grado de fosforilaciéon de HER-2
en cancer de mama, asi como el estudio de su relacién con otros factores biolégicos y
clinicos en una amplia muestra de tumores de mama, analizamos estos pardmetros en un
grupo particular de cdncer de mama, el cdncer de mama de alto riesgo. En este sentido,
decidimos estudiar la relacién o implicacion del receptor de membrana HER-2 en la
aparicion y/o desarrollo del cancer de mama de alto riesgo, es decir, aquel caracterizado
por un elevado nimero de ganglios metastatizados (= 10 ganglios afectados). Este grupo
de pacientes pertenecieron a los estadios II, III o IV. Los tratamientos empleados antes
de la reseccion de la mama se basaron en el uso de una combinacién de antraciclinas,
del tipo FAC o FEC, y de un régimen de acondicionamiento de tipo quimioterdpico
(STAMP-V~ [ciclofosfamida, tiotepa, y carboplatino] o CEM) previo al transplante

aut6logo de células progenitoras (ASCT).

8.1. Estudio de la expresion de HER:-2 en cdncer de mama de alto riesgo

En la primera parte de este estudio caracterizamos la expresion de HER-2 mediante
técnicas inmuohistoquimicas en las muestras de cancer de mama de alto riesgo de las
que disponiamos. Para este andlisis, empleamos un anticuerpo monoclonal especifico

dirigido contra el receptor HER-2 y observamos diferentes niveles de expresion del
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mismo en funcién de la muestra de cdncer de mama de alto riesgo analizada. En la
imagen siguiente podemos observar un ejemplo representativo en el que se aprecia la

caracteristica tincién de membrana en las células del carcinoma propia de este receptor.

FIGURA 22. Estudio inmunohistoquimico de HER-2 en cancer de mama de alto riesgo
PR I : F——
C A, ¢ o .

. " | 'E’ 1.a
Andlisis inmunohistoquimico de HER-2 empleando un anticuerpo especifico. En
esta imagen correspondiente a un carcinoma ductal infiltrante de alto grado
(grado III) observamos una tincién de fuerte intensidad de la oncoproteina HER-

2 en células ductales malignas.

A continuacidn, caracterizamos la expresion de las formas completa y truncada
del receptor HER-2 en este grupo de tumores empleando técnicas de Western blot con
un anticuerpo monoclonal especifico dirigido contra el dominio C-terminal del receptor

utilizado, previamente, en el estudio general, en una serie de muestras de céncer de

mama de alto riesgo.

Los resultados de tipicos experimentos de transferencia Western que evidencian
el nivel de expresion del receptor HER-2 en muestras de pacientes de cdncer de mama

de alto riesgo se muestra en la siguiente Figura.
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FIGURA 23. Anélisis de Western blot del receptor HER-2 en muestras de cancer de

mama de alto riesgo
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Andlisis de la expresion de HER-2 en cincer de mama de alto riesgo mediante técnicas
de Western blot con un anticuerpo especifico. Se incluyeron muestras de las lineas
celulares BT-474 y SK-BR3 como control de expresion.

Como se puede apreciar en la Figura 23, en este grupo de muestras también
encontramos unos niveles de expresion heterogéneos tanto de la forma completa,
plSSHER'z, como de la forma truncada, p95HER'2. En este sentido, mientras que algunas
muestras mostraron unicamente expresion de la forma completa de HER-2 (por
ejemplo, las muestras nimeros 1819 y 2035, correspondientes al panel A o 2454 y
2464, correspondientes al panel B). Otras presentaron expresion de ambas formas del

receptor (por ejemplo, las muestras nimeros 1571, 1773 y 1832, correspondientes al
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panel B, y las muestras nimeros 4212 y 4227 correspondientes al panel C). Como se
muestra en la imagen, la expresion de HER-2 fue indetectable en algunas de las

muestras analizadas (por ejemplo las muestras nimeros 2241 y 4235 del panel A).

Entre la serie de muestras que expresaron HER-2 pudimos observar distintos
niveles de expresion de ambas formas del receptor. En la siguiente Tabla se resumen la
frecuencia de expresion de las formas completa y truncada de HER-2 y los niveles de

las mismas en las muestras de cdncer de mama de alto riesgo analizadas.

Tabla 41. Estudio de los niveles de expresion de p185HER'2 y p95HER'2 en cancer de
mama de alto riesgo
Niveles de expresion % p185HER-2 % p95TER2
Negativo 17.6 39.7
Bajo 30.9 23.5
Moderado 294 17.6
Sobreexpresion 22.1 19.1

Andlisis de Western blot con un anticuerpo especifico de los niveles de expresién de las
formas completa y truncada de HER-2 en muestras de cdncer de mama de alto riesgo.

De forma consecutiva estudiamos la relacion entre la expresion de las formas

HER-2
5

completa, p18 , y truncada, p95HER'2, del receptor HER-2. En la siguiente tabla se

recopilan los datos obtenidos al estudiar la expresion de la forma truncada del receptor

HER-2 en funcién de los niveles de expresion de plSSHER'z.
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Tabla 42. Relacién entre la expresion de pl8 en cancer de mama de

y p9

alto riesgo

Niveles de expresién de p1857FR2 % expresion de p95"R2

Negativo (12) 0.0
Bajo (21) 42.9
Moderado (20) 85.0
Sobreexpresion (15) 100.0

HER-2 HER-2

Estudio de la expresion de p95 en funcién de los niveles de expresion de p185
en muestras de cdncer de mama de alto riesgo empleando un anticuerpo especifico. El
nimero de muestras incluido en cada subgrupo se indica entre paréntesis.

El andlisis de los resultados obtenidos mostré que, en este grupo de pacientes, la
expresion de la forma truncada del receptor HER-2, p95HER'2, se correlaciond con el

HER-2
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nivel de expresion de la forma completa del mismo, p18 , al igual que ocurria en el

estudio general. Como se puede observar, en este grupo de muestras la presencia de la

forma truncada, p95HER'2

, solamente se present6 en los casos en los que se hallaba
expresada la forma completa del receptor. Asi, mientras que las muestras que mostraron
bajos niveles de plSSHER'2 presentaron expresion de p95HER'2 en el 42.9% de los casos,
las muestras con moderada expresion del receptor completo lo hicieron con una
frecuencia del 85.0% vy, por ultimo, todas las muestras que presentaron sobreexpresion

HER-2 HER-2 . . HER-2 -
de p185 expresaron, a su vez, p95 . Por tanto, la expresion de p95 se asocio

de forma significativa con el nivel de expresion de plSSHER'2 (P =0.000).
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8.2. Estudio del estado de activacion de HER:2 en cancer de mama de alto riesgo

A continuacién, procedimos a analizar el nivel de expresion de HER-2 fosforilado en
nuestra serie de muestras de cdncer de mama de alto riesgo. Para ello, empleamos un
anticuerpo especifico que reconoce unicamente el receptor cuando presenta el residuo
de tirosina 1248 fosforilado. En la siguiente Figura se muestra la tincién
inmunohistoquimica de HER-2 fosforilado en una muestra de cdncer de mama de alto

riesgo.

FIGURA 24. Anilisis inmunohistoquimico de HER-2 fosforilado en cdncer de mama

de alto riesgo

Tincién inmunohistoquimica del receptor HER-2 fosforilado con un anticuerpo
especifico en una muestra de cdncer de mama de alto riesgo. Como se puede observar
en la Figura 24, correspondiente a un carcinoma ductal infiltrante de alto grado (grado
I), la tincién inmunohistoquimica del receptor HER-2 fosforilado adopt6 el
caracteristico patréon de membrana fuertemente marcado en las células tumorales.
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Del mismo modo que analizamos la expresion basal de HER-2 y la relacion
entre la expresion de las formas completa y truncada del mismo, mediante técnicas de
Western blot, procedimos al anélisis del estado de fosforilacién del receptor HER-2 en
el panel de muestras de cancer de mama de alto riesgo. En la siguiente Figura de
Western blot podemos observar una muestra de las variaciones observadas en los
niveles de fosforilaciéon de las formas completa y truncada de HER-2 en cancer de

mama de alto riesgo.

FIGURA 25. Anilisis de la expresion del receptor HER-2 fosforilado en muestras de

cancer de mama de alto riesgo
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Andlisis de la expresion de HER-2 fosforilado en cdncer de mama de alto riesgo
mediante técnicas de Western blot empleando un anticuerpo especifico. Se incluyeron
muestras de las lineas celulares BT-474 y SK-BR3 como control de expresion.

Asi, mientras algunas muestras expresaron las formas completa y truncada del
receptor HER-2 fosforiladas (como por ejemplo las muestras nimero 1901, 2119 y 2138

pertenecientes al panel B), otro grupo de muestras presentaron Unicamente la forma
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completa, pl8 , fosforilada (como son las muestras nimero 1338 y 2186

correspondientes al panel B y 2709 del panel A). En la siguiente Tabla se resumen la
frecuencia de presentacion de cada una de las formas, completa y truncada, del receptor

HER-2 fosforiladas y sus correspondientes niveles de activacion.

Tabla 43. Expresién de plSSHER'2 y p95HER'2 fosforilados en cincer de mama de alto

riesgo
Niveles de expresion Y% plSSHER'2 fosforilado %0 p95HER'2 fosforilado
Negativo 20.6 52.4
Bajo 30.2 15.9
Moderado 254 15.9
Sobreexpresion 23.8 15.9

Andlisis de los niveles de expresion de las formas completa y truncada fosforiladas en
cancer de mama de alto riesgo.

Posteriormente analizamos la relacion existente entre la expresion de la forma
truncada, p95HER'2 fosforilada, y los niveles de activacion de p185HER'2 en las muestras
de cancer de mama de alto riesgo incluidas en nuestro estudio. Los resultados obtenidos

en esta parte de nuestro andlisis se reflejan en la siguiente Tabla.
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Tabla 44. Relacion entre la expresion de p95HER'2 fosforilado y el grado de activacién

de plSSHER'2 en cancer de mama de alto riesgo

Niveles de activacion de plSSHER'2 %0 p95HER'2 fosforilado
Negativo (13) 7.7
Bajo (19) 31.6
Moderado (16) 56.3
Sobreexpresion (15) 93.3

Estudio de la expresién de p95™ "~ fosforilado en las muestras de céncer de mama de
alto riesgo agrupadas en funcién de los niveles de activacién de p185™°~2. El nimero
de muestras incluido en cada subgrupo se indica entre paréntesis.

Los resultados obtenidos mostraron que en las muestras de pacientes de alto
riesgo incluidas en nuestro estudio, la expresion de la forma truncada del receptor HER-
2, p95HER'2 fosforilada se correlacioné con los niveles de activacion de plSSHER'Z. Asi,

o HER-2
las muestras que no presentaron activaciéon de pl85

expresaron con menor
frecuencia la forma truncada fosforilada (7.7%), mientras que las muestras con bajos o
moderados niveles de activacion de la forma completa presentaron p95HER'2 fosforilado
con mayor frecuencia, (31.6%) y (56.3%) respectivamente. Las muestras que
sobreexpresaron plSSHER'2 fosforilado mostraron asimismo una frecuencia de expresion
de p95HER'2 fosforilado significativamente mayor (93.3%). Por tanto, en las muestras de

. . . HER-2 . -
cancer de mama de alto riesgo la expresion de p95 fosforilado se asoci6 de forma

estadisticamente significativa con los niveles de activacion de p185HER'2 (P =0.000).
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8.3. Estudio de la activacion de la via de sefializacion Ras-Raf-MAPK en cdncer

de mama de alto riesgo

En la siguiente parte de nuestro estudio analizamos la posible participaciéon de la via de
sefializacién Ras-Raf-MAPK en cincer de mama de alto riesgo. Para ello, en primer
lugar analizamos la expresion de MAPK fosforilada en las muestras de cdncer de mama
de alto riesgo incluidas en nuestro estudio. Comenzamos estudiando la expresion y
localizacién subcelular de esta quinasa mediante técnicas inmunohistoquimicas
empleando un anticuerpo especifico. Nuestros resultados demostraron que el nivel de
expresion de MAPK fosforilada presenté importantes variaciones en funcién de la
muestra de cincer de mama analizada. En la siguiente Figura se observa un ejemplo

caracteristico.

FIGURA 26. Estudio inmunohistoquimico de MAPK fosforilada en cancer de mama de

alto riesgo

L
Expresion de MAPK activada en una muestra de cancer de mama de alto riesgo.En esta
imagen, correspondiente a un carcinoma ductal de alto grado (grado III), se observa la
tincién inmunohistoquimica de MAPK fosforilado en el citoplasma y en algunos
nicleos de células malignas, después de la translocacioén de la proteina.
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A continuacién, y empleando técnicas de Western blot con un anticuerpo
especifico que reconocia unicamente las moléculas de MAPK fosforiladas en sus
residuos de treonina 202 y tirosina 204, estudiamos la expresion de esta quinasa en las
muestras de cincer de mama de alto riesgo. Asi, observamos que, de nuevo, los
diferentes tumores de mama con estas caracteristicas presentaron un patron de expresion
de MAPK fosforilada heterogéneo. En la siguiente Figura se presentan unos ejemplos
representativos de estudios de Western blot correspondientes a MAPK fosforilada en

cancer de mama de alto riesgo.

FIGUTA 27. Estudio de Western blot del nivel de activacion de MAPK en muestras de

cancer de mama de alto riesgo
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Andlisis de la expresion de MAPK fosforilado empleando un anticuerpo especifico

En general, el 83.9% de las muestras presentaron activacion de MAPK. Sin

embargo, el andlisis detallado de nuestros resultados demostrd que las distintas muestras
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presentaron diferentes niveles de activacion de esta quinasa. Asi, mientras algunas
muestras no presentaron actividad MAPK (como por ejemplo las muestras n® 4712 y
5053 pertenecientes al panel A), algunos tumores presentaron una escasa actividad
MAPK (como es el caso de las muestras n® 3864 del panel B, 4681 y 4227 del panel A),
y, como puede observarse en la figura 27, otras muestras presentaron moderados niveles
de expresion de MAPK fosforilada (como son las muestras n° 5164 del panel C y las
muestras n° 4216 y 4285 del panel B). Por otra parte, algunas muestras tumorales
presentaron unos elevados niveles de activacion de MAPK (como por ejemplo las
muestras n° 6355, 6735 y 6790 del panel C, 4004 del panel B y 4212 del panel A). En la
siguiente Tabla se resumen los niveles de expresion de MAPK fosforilado en las
muestras procedentes de pacientes de cancer de mama con un alto grado de afectacién

ganglionar.

Tabla 45. Expresion de MAPK fosforilada en cancer de mama de alto riesgo

Niveles de expresion % MAPK fosforilado
Negativo (10) 16.1
Bajo (24) 38.7
Moderado (21) 33.9
Sobreexpresion (7) 11.3

Relacién de los niveles de expresion de MAPK fosforilado en cancer de mama de alto
riesgo. El nimero de casos incluido en cada subgrupo se indica entre paréntesis.

De forma consecutiva estudiamos la relacion entre la fosforilacion de las formas
completa y truncada del receptor HER-2 con la activacién de MAPK en este grupo de

pacientes. En este sentido, y como se resume en la siguiente tabla de resultados, se
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estudio la expresion de plSSHER'2 y p95HER'2 fosforilados en las muestras tumorales

clasificadas en funcién de sus niveles de expresion de MAPK fosforilada.

Tabla 46. Relacion entre la expresion de las formas completa y truncada de HER-2

fosforiladas en funcion de los niveles de activacion de MAPK

Activacion de MAPK Y% plSSHER'2 fosforilado % p95HER'2 fosforilado
Negativo (10) 20.0 10.0
Bajo (23) 87.0 39.1
Moderado (21) 95.2 61.9
Sobreexpresion (7) 100.0 85.7

Relacién entre HER-2 fosforilado y MAPK activado en cancer de mama de alto riesgo.
El nimero de muestras incluido en cada subgrupo se indica entre paréntesis.

El andlisis de los resultados obtenidos en esta parte de nuestro estudio mostrd
que la expresion de plSSHER'2 fosforilado estuvo presente en el 20.0% de los casos en
los que no se encontrd activaciéon de MAPK. Sin embargo, y tal como se observa en la
Tabla, plSSHER'2 fosforilado se presentd con mayor frecuencia en las muestras que
presentaron unos mayores niveles de activacion de MAPK. Asi, las muestras con unos
bajos niveles de expresiéon de MAPK fosforilada presentaron expresiéon de la forma
completa de HER-2 fosforilado en el 87.0% de los casos, en cambio, las muestras con
una moderada activacién de MAPK expresaron plSSHER'2 fosforilado en el 95.2% de las
muestras. Por ultimo, la totalidad de los tumores de mama que presentaron
sobreexpresion de MAPK fosforilado expresaron asimismo la forma completa del
receptor HER-2, pl85""R?  fosforilada. Por tanto, en el grupo de muestras

pertenecientes a pacientes de cdncer de mama de alto riesgo analizadas en nuestro
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estudio, la fosforilacién de pl18 se correlaciond con los niveles de activacion de

MAPK ( P = 0.000).

Los resultados referentes a la activacion de p95HER'2

mostraron que esta forma
del receptor HER-2 fosforilada se presenté con mayor frecuencia en las muestras que
expresaron unos mayores niveles de MAPK fosforilada. En este sentido, el 39.1% de los
tumores de mama con bajos niveles de MAPK fosforilada presentaron, asimismo,

expresion de p95HER'2

activado. En las muestras con moderados y elevados niveles de
MAPK activada, el 61.9% y el 85.7% de los casos, respectivamente, mostraron
expresion de p95HER'2 fosforilado. Los resultados obtenidos mostraron que, en este
grupo de pacientes caracterizadas por poseer un elevado nimero de ganglios afectados,

.z HER-2 . . P . .
la expresion de p95 fosforilado se correlacioné significativamente con el grado de

activacion de MAPK ( P = 0.007).

Con posterioridad estudiamos la posible implicacion de la relacidon existente
entre la activacion de HER-2 y MAPK con la supervivencia del grupo de pacientes de
cancer de mama de alto riesgo. Con esta finalidad realizamos un andlisis de Kaplan-
Meier, anilisis que permite conocer el valor de un determinado factor, clinico o
bioldgico, en la evolucion de las pacientes. Asi, analizamos la participacion de las
formas completa y truncada de HER-2 fosforiladas en la evolucion de las pacientes de
alto riesgo cuyas muestras tumorales mostraron activacion de MAPK. En las Figuras
28A y 28B se muestra, el andlisis de Kaplan-Meier de la supervivencia del grupo de
pacientes de cancer de mama de alto riesgo en funcién de la presencia de HER-2

fosforilado en las muestras tumorales procedentes de este grupo de pacientes.
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FIGURA 28A. Anidlisis de Kaplan-Meier de la SLE en funcién de los niveles de

expresion de p185HER'2 fosforilado (positivo o negativo).
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Andlisis de Kaplan-Meier de la supervivencia de las pacientes de cancer de mama de
alto riesgo en funcién de la expresién de p185"°"* fosforilado y la activacién de

MAPK.

Los resultados del anélisis de Kaplan-Meier correspondiente a la forma completa

de HER-2, plSSHER'Z, fosforilada, mostraron que la curva de supervivencia de las

pacientes de alto riesgo cuyas muestras expresaron MAPK y p185HER'2 fosforilados, no

fuer significativamente diferente de aquella de las pacientes cuyos tumores presentaron

unicamente activaciéon de MAPK sin fosforilacién de p185HER'2 (P>0.1).
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FIGURA 28B. Anilisis de Kaplan-Meier de la SLE en funciéon de los niveles de

expresion de p95HER'2 fosforilado (positivo o negativo).
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Andlisis de Kaplan-Meier en funcién de la expresién de p95™~2 fosforilado y la
activacion de MAPK.

Los resultados del andlisis de Kaplan-Meier de la supervivencia libre de
enfermedad de las pacientes de cidncer de mama de alto riesgo en funcién de la
expresion de la forma truncada de HER-2, p95HER'2, fosforilado mostraron que la
supervivencia libre de enfermedad de las pacientes de alto riesgo cuyas muestras
tumorales presentaron expresion de p95HER'2 fosforilado y MAPK activado fue
significativamente menor que aquella de las pacientes cuyos tumores primarios de
mama no presentaron activacion de la forma truncada de HER-2 (P < 0.05). Asi, la
media de supervivencia del grupo de pacientes que presentaron p95HER'2 fosforilado y

activacién de MAPK fue de 47 meses, mientras que dicha supervivencia se estimé en 67
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meses para aquellas pacientes que presentaron activacion de MAPK sin presentar

HER-2
5

activacion de p9 en sus tumores.

8.4. Estudio de la activacion de la via de sefializacion PI3-K/AKt en cdncer de

mama de alto riesgo

De forma paralela al estudio de la relacion entre la activacidn del receptor de membrana
HER-2 y la activacion de la via de transduccion de sefial Ras-Raf-MAPK en cédncer de
mama de alto riesgo, analizamos la activacién de la via PI3-K/Akt en este grupo de

pacientes.

Para ello, en primer lugar estudiamos los niveles de fosforilacién de Akt en las
pacientes incluidas en este estudio mediante técnicas de Western blot. El estudio de las
muestras de cdncer de mama pertenecientes a pacientes de alto riesgo mostré que el
nivel de expresion de Akt fosforilado se presentd de forma variable dependiendo de la
muestra analizada. En general, observamos que el 83% de los tumores analizados
presentaron diversos niveles de Akt activado. En la siguiente Figura se muestran unos
ejemplos representativos obtenidos mediante técnicas de transferencia Western de los

niveles de activacion de Akt en este grupo de pacientes.

FIGURA 29. Anilisis de Western blot de la activacién de Akt en cancer de mama de

alto riesgo.
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Niveles de activacion de Akt en cdncer de mama de alto riesgo. Se incluyeron muestras
de las lineas celulares NIH-3T3 tratada con PDGF y de BT-474 como controles de
expresion.

En la siguiente Tabla quedan resumidos los datos obtenidos del anélisis del

estado de activacién de Akt en cancer de mama de alto riesgo.

Tabla 47. Estado de activacion de Akt en las muestras de cincer de mama procedentes

de pacientes de cancer de mama de alto riesgo

Niveles de expresion % Akt fosforilado
Negativo (9) 17.0
Bajo (9) 17.0
Moderado (22) 41.5
Sobreexpresion (13) 24.5

Estudio de los niveles de expresion de Akt fosforilado empleando un anticuerpo
especifico en cancer de mama de alto riesgo. El nimero de casos de cada subgrupo se
incluye entre paréntesis.
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De forma sucesiva analizamos la posible relacion entre la fosforilacién de las
formas completa, plSSHER'2 y truncada, p95HER'2, del receptor HER-2 con el estado de
activacion de Akt en el grupo de muestras procedentes de pacientes de alto riesgo. En la

siguiente Tabla se resumen los resultados obtenidos en este andlisis.

Tabla 48. Relacion entre la expresion de las formas completa y truncada de HER-2

fosforiladas con el estado de activacion Akt

Expresion Akt fosforilado % plSSHER'2 fosforilado %0 p95HER'2 fosforilado

Negativo (9) 55.6 22.2
Bajo (9) 66.7 44 .4
Moderado (21) 85.7 333
Sobreexpresion (13) 100.0 76.9

Las muestras de cdncer de mama de alto riesgo se clasificaron en funcién de los niveles
de activacion de Akt. El nimero de casos de cada subgrupo se incluye entre paréntesis.

Los resultados obtenidos al estudiar la relacién entre la activacion de plSSHER'2 y
el nivel de fosforilacion de Akt mostraron que la activacién de la forma completa del
receptor fue mds frecuente en el grupo de muestras que presentaron unos elevados
niveles de activacion de Akt. Asi, en el 55.6% de las muestras en las que no se detectd
activacion de Akt se hallé expresion de plSSHER'2 fosforilado, mientras que el 66.7% de
las muestras con bajos y el 85.7% con moderados niveles de expresion de Akt
fosforilado mostraron activacion de la forma completa del receptor HER-2. Por ultimo,
todas las muestras con sobreexpresion de Akt fosforilado expresaron asimismo

activacion de plSSHER'Z. Por tanto, la expresion de plSSHER'2 se relaciond con los
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niveles de activacion de Akt en el grupo de muestras de cdncer de mama de alto riesgo

analizadas en este estudio (P = 0.041).

Al igual que ocurre con la forma completa del receptor HER-2, la forma
truncada, p95HER'2 fosforilada se presentd con mayor frecuencia en las muestras con
activacion de Akt. En este sentido, se hall6 expresion de p95HER'2 fosforilado en el
44.4% de las muestras con bajos niveles de Akt fosforilado y en el 33.3% de los
tumores primarios de mama con moderados niveles de activacién de Akt. Sin embargo,
la frecuencia de expresion de p95HER'2 fue significativamente mayor en el caso de las
muestras de cancer de mama que presentaron una mayor expresion de Akt activado
(76.9%). En resumen, segin los resultados obtenidos en el grupo de muestras de cancer
de mama de alto riesgo analizadas en nuestro estudio, la forma truncada del receptor
HER-2, p95HER'2 fosforilada se correlaciond con los niveles de activacion de Akt (P =

0.038).

8.5. Estudio comparativo de los niveles de activacion de HER:2 en cdncer de

mama de alto riesgo y cdncer de mama en pacientes sin afectacion ganglionar

En primer lugar, y en un intento de estudiar la implicacion de las formas completa y
truncada de HER-2 en el desarrollo del cincer de mama de alto grado, comparamos el
grado de activaciéon de ambas formas del receptor HER-2 en un grupo de muestras
pertenecientes a pacientes carentes de ganglios metastatizados y en el grupo de muestras
procedentes de pacientes con mds de diez ganglios metastatizados, considerados de alto

riesgo.

En este sentido, y como se resume en la siguiente Tabla, se analiz6 el estado de

HER-2 y p 1 85HER—2

activacion de p95 en estos dos grupos de muestras procedentes de

pacientes de cdncer de mama.
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Tabla 49. Expresion de HER-2 en cdncer de mama sin afectacién ganglionar y cancer

de mama de alto riesgo

Grado de afectacion %p185"1ER2 % p95TER2

ganglionar fosforilado fosforilado
Negativo (92) 79.3 29.3
Alto grado (63) 76.5 47.6

Se analizé el estado de activaciéon del receptor HER-2, empleando un anticuerpo
especifico, en muestras de cidncer de mama pertenecientes a pacientes sin afectacion
ganglionar y en pacientes de alto riesgo

Al estudiar los datos obtenidos en este andlisis observamos que ambos grupos de
pacientes presentaron distintos niveles de expresiéon de ambas formas de HER-2
fosforiladas. Cuando el andlisis se llevo a cabo con mayor detalle, relacionando la
activaciéon de la forma completa y truncada del receptor con cada grupo de pacientes
observamos que la expresion de plSSHER'2 fosforilado se presenté con una frecuencia
similar en ambos grupos de pacientes. Asi, y tal como se puede observar en la tabla 49,
en las muestras pertenecientes a pacientes carentes de afectacion ganglionar la forma
completa del receptor se present6 en el 79.3% de los casos, mientras que se detectd en el

76.5% de los tumores de mama correspondientes a pacientes con un elevado grado de

afectacion ganglionar (P > 0.1).

En el caso de la forma truncada, p95HER'2

, observamos que en ambos grupos de
pacientes la activacion de la misma resulté significativamente diferente. En este sentido,
mientras el 29.3% de las muestras procedentes de pacientes en las que no se hallé

afectacién ganglionar presentaron expresion de p95HER'2 fosforilado, el 47.6% de los

tumores de mama aislados de pacientes con un alto grado de afectacién ganglionar

201



Resultados

expresaron la forma truncada de HER-2 activada. Por tanto, la tasa de expresion de
p95HER'2 fosforilado fue 1.6 veces mayor en las pacientes con mas de diez ganglios

afectados si lo comparamos con las pacientes en las que no se detectaron ganglios

metastatizados (P = 0.02).
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El propésito general de nuestro estudio ha sido la caracterizacién de la expresion del
receptor de membrana HER-2 en cdncer de mama, asi como el anélisis de dos formas

HER-2

truncadas del mismo, p95 , producida por el corte proteolitico mediado por una

metaloproteasa de la forma completa de HER-2, y pl00"™®? resultante de un
mecanismo de procesamiento alternativo del RNA mensajero codificante para HER-2.
Asimismo, hemos caracterizado las vias de transduccién de sefial originadas por la

activacion de HER-2 en céncer de mama, fundamentalmente las vias Ras-Raf-MAPK y

PI3-K/Akt, y su asociacién con eventos clinico-patolégicos.

1. Caracterizacion de la expresion de HER:2 en tumores

primarios de mama

La caracterizacion de los niveles de expresion del receptor HER-2 en tumores primarios
de mama es el resultado de la estrecha colaboracién establecida entre tres centros
hospitalarios: el Servicio de Hematologia y Oncologia Médica del Hospital Clinico
Universitario de Valencia, del Laboratorio de Investigaciones Oncoldgicas del Servicio
de Oncologia Médica perteneciente al Hospital Vall d' Hebron de Barcelona y del
Departamento de Fisiologia y Farmacologia del Oregon Health Sciences University

Hospital (Portland, OR, EE UU).

En la primera parte de nuestro estudio caracterizamos la expresioén de la forma

5HER2 y de una forma truncada en el dominio N-terminal del receptor

completa, p18
HER-2, denominada p95HER'2 en base a su peso molecular, en un total de 337 tumores

primarios de mama, asi como en 81 metastasis ganglionares.

Dichas muestras fueron obtenidas siguiendo los procedimientos institucionales
de los respectivos centros y previo consentimiento informado de las pacientes.

Asimismo, y para preservar la integridad de los tumores y asegurar la correcta
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conservacion del material bioldgico, tras su extraccién durante el acto quirdrgico una
fraccion de las muestras de tejido fue congelada inmediatamente en nitrégeno liquido y

las muestras se conservaron a -80° C hasta el momento de su utilizacion.

Como se detalla en la seccidén de Resultados de esta Memoria, el andlisis de las
muestras tumorales mostré diferentes patrones de expresion para la forma completa,

plSSHER'Z, y truncada, p95HER'2, del receptor HER-2. Una importante conclusiéon de

HER-2 yp 1 85HER—2

nuestro estudio es que la significacion de p95 , respecto a las metdstasis

del cancer de mama en los ganglios linfaticos es diferente. Asi, mientras la expresion de
p95"R2 fue significativamente mds frecuente en el tejido procedente de los ganglios

linfaticos y su presencia en el tumor primario se correlacioné con el nimero de ganglios

HER-2

metastatizados, la sobreexpresion de p185 se presentd con la misma frecuencia en

el tumor primario versus tejido metastatizado, asi como en pacientes con ganglios

negativos versus pacientes que presentaron afectacién ganglionar.

Asimismo, nuestros datos mostraron que mientras la mayoria de las muestras de

cancer de mama analizadas en nuestro estudio (98%) que presentaron expresion de

HER-2 HER-2
95

mostraron también niveles apreciables de p185 , sin embargo, algunos

p

HER-2

tumores expresaron p185 pero no p95HER'2, lo que sugiere que el nivel del receptor

truncado se halla regulado. Por otra parte, un reducido porcentaje de las muestras
HER-2

analizadas expresaron exclusivamente la forma truncada del receptor HER-2, p95

y no la forma completa.

HER-2 .
es generado por un mecanismo de

Estudios previos han demostrado que p95
corte proteolitico del dominio extracelular del receptor HER-2 en células de céncer de
mama en cultivo (Christianson et al., 1998; Molina et al., 2001). Este corte origina un
fragmento de 95 kDa que permanece unido a membrana. Un proceso similar podria ser

HER-2

responsable de la generacién de p95 en el tejido mamario tumoral, puesto que el

fragmento extracelular resultante del corte proteolitico ha sido detectado también en el
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suero de las pacientes con cdncer de mama que presentaron expresion de HER-2

(Leitzel et al., 1995; Yamauchi et al., 1996; Harris et al., 1996; Colomer et al., 2000).

HER-2 %
como la fraccion

Cabria, sin embargo, la posibilidad de que tanto p95
extracelular, aislada en el suero de pacientes con cancer de mama, fuesen el producto de
transcritos alternativos de HER-2 (Scott et al., 1993). A este respecto, algunas

HER-2

evidencias adicionales sostienen la hipétesis de que p95 en los tumores es generado

mediante un mecanismo de corte proteolitico de la forma completa del receptor HER-2.

HER-2

Asi, en primer lugar, la forma truncada de HER-2, p95 , migra en paralelo y

presenta exactamente el mismo tamafio, al someterlos a electroforesis en geles de

poliacrilamida-SDS, respecto a la forma p95HER'2

generada por corte proteolitico en
lineas celulares de cancer de mama en cultivo. En segundo lugar, en la actualidad no se
ha encontrado el transcrito alternativo de HER-2 cuya traduccién origine un producto de

;o . HER-2
caracteristicas semejantes a p95 .

En la actualidad no se ha logrado identificar la proteasa responsable del corte
proteolitico de HER-2 observado en células de carcinoma de mama, pero se piensa que,
probablemente, se trate de una metaloproteasa (Christianson et al., 1998; Codony-Servat
et al., 1999; Molina et al., 2001). Concretamente, se ha especulado que podria tratarse
de un miembro de la familia de las desintegrinas y metaloproteasas que han demostrado
participar en el corte proteolitico del dominio extracelular de diversas proteinas (Blobel
et al.,, 1998). Obviamente, es importante la identificacion de esta proteasa para
comprender el papel que podria desempenar en la regulacién del corte proteolitico de

HER-2 y la consiguiente generaci6n del fragmento p95™=~>,

A nivel metodoldgico, la mayor parte de nuestro estudio se realizé empleando
técnicas de Western blot. Este es el dnico método que permite discriminar entre las dos
formas de la proteina HER-2, ya que el andlisis inmunohistoquimico, comtiinmente
utilizado para la deteccién de la proteina HER-2 con fines clinicos, no es capaz de

. . . HER-2
discernir la presencia de p95 .
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Por otra parte, en la técnica de Western blot, al contrario de lo que ocurre en la
inmunohistoquimica, se lisa y analiza un bloque de tejido y, por tanto, es incapaz de
discriminar cuales son las células especificas del tejido tumoral que expresan la proteina
HER-2. Puesto que p185™°? y p95"ER2 ge detectan especificamente en las células
epiteliales del carcinoma (Molina et al., 2001) aquellas muestras de tejido que presenten
una alta contaminacién con estroma tenderian a mostrar bajos niveles de ambas formas
de la proteina HER-2. Sin embargo, cuando en el curso de nuestro estudio analizamos
una amplia serie de tumores de mama mediante técnicas inmunohistoquimicas, los
resultados coincidieron con los obtenidos mediante transferencia Western, lo que
sugiere que los falsos negativos no suponen una proporcion significativa en el conjunto

del estudio.

Tal y como se describe en el apartado de Resultados de la presente Memoria,

HER-2 en el

durante el desarrollo de nuestro estudio detectamos sobreexpresion de p185
22.3% de las muestras analizadas, resultados que se encuentran en el rango de entre un
20% y un 30% obtenidos en estudios anteriores realizados por otros grupos empleando
diversos métodos de deteccion de HER-2, tales como FISH e inmunohistoquimica

(Henderson et al., 1998; Fitzgibbons et al., 2000).

Asimismo, el andlisis de las metdstasis ganglionares linfaticas que se realizé de
forma paralela al estudio de los tumores primarios, revel6 una sobreexpresion de la
forma completa del receptor HER-2 a un nivel similar, concretamente de 23.5%, al del
tumor primario. Este dato concuerda con un estudio reciente que evalud la presencia de
p185"582 en tumores primarios y tejido metastdtico de 196 muestras de cancer de mama
(Simon et al., 2001). El estado del receptor en los tumores primarios se mantenia en la
mayoria de sus metdstasis. En base a estos datos una conclusion de este estudio fue que

HER-2

la pérdida de expresion de p185 en el tejido metastdsico probablemente no fue
responsable del fallo en la respuesta a la terapia con trastuzumab en una significativa
fraccion de las pacientes que presentaron sobreexpresion de HER-2 (Simon et al.,

2001).
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Nuestros datos demostraron que, en contraste con la forma completa del

HER-2

receptor, p95 se expresd con mayor frecuencia en el tejido metastitico ganglionar

(45.7%) que en tumores primarios de mama (26.7%). Si el fragmento truncado p95™=~>
interviene en la producciéon de metéstasis, como nuestro estudio sugiere, su presencia
podria servir para la identificacién de pacientes que probablemente no responderdn a
Herceptin. A este respecto, pequefias moléculas inhibidoras de la actividad tirosina
quinasa podrian ser efectivas en el tratamiento de cdnceres de mama que presentan

expresion de p95HER'2.

En general, en cdncer de mama los factores con valor prondstico
tradicionalmente considerados para estimar la supervivencia libre de enfermedad y la
supervivencia global de las pacientes son la presencia de metdstasis ganglionares y el
tamafio tumoral (Harris et al., 1992). Concretamente, el grado de afectacion ganglionar
es el factor mds importante a la hora de decidir el tratamiento a aplicar de forma

individualizada a cada paciente (Henderson et al., 1998).

De acuerdo con nuestros resultados ni la expresion moderada ni la

sobreexpresion de plSSHER'2

en el tumor primario se correlacionaron significativamente
con la presencia de metdstasis en ganglios linfaticos. Los numerosos estudios destinados
a analizar la existencia de una posible asociacion entre la sobreexpresion de HER-2 con

el estado de afectacién ganglionar han ofrecido resultados conflictivos.

Asi, la mayoria de los estudios recientes, en los que en ocasiones se incluyeron
mads de 800 pacientes (Torregrosa et al., 1997; Barth et al., 1997; Thor et al., 2000), no
han encontrado una asociacién significativa entre la sobreexpresién de pl185™<2,
estudiada mediante técnicas inmunohistoquimicas (Mittra et al., 1995; Beckmann et al.,
1996; Barth et al., 1997; Thor et al., 2000) o la amplificacién del gen HER-2/neu
(Scorilas et al., 1995; Torregrosa et al., 1997), con la afectacion ganglionar. S6lo unos

pocos autores han sefialado la existencia de una correlacion significativa entre estos dos

parametros (Tetu et al., 1994; Depowski et al., 1999).
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En este sentido, nuestros resultados que demuestran que tUnicamente la forma
truncada de HER-2, p95™™2, se asocié con el grado de afectacién ganglionar podrian

ayudar a clarificar por qué estudios previos, en los que no se discernid la presencia de

9 SHER—Z

p en el tumor, no fueron capaces de establecer una correlacion consistente entre

la expresion de HER-2 y el desarrollo de metdstasis ganglionares.

Una posible explicaciéon que justificase la asociacién entre la forma truncada

HER-2 HER-2
95

, pero no pl85 , con el desarrollo de metdstasis ganglionares es que el

p

fragmento truncado de HER-2 poseeria una mayor potencia bioldgica. En este sentido,
en ensayos “in vitro” se ha observado que la delecién del dominio extracelular del
receptor HER-2 se traduce en un incremento de la actividad tirosina quinasa de la

resultante proteina HER-2 truncada y de su eficiencia de transformacién (DiFiore et al.,

HER-2

1987; Segatto et al., 1988). Por otra parte, p95 , generada como hemos mencionado

anteriormente por un mecanismo de corte proteolitico en lineas celulares de cancer de
mama, estd fosforilada en los residuos de tirosina pertenecientes a su dominio catalitico
y tiene actividad quinasa (Christianson et al., 1998; Molina et al., 2001), propiedades

ambas que la capacitan para la transmisién de la sefial mitégena.

Basandonos en nuestros hallazgos, proponemos que la sobreexpresion de la

HER-2

forma completa del receptor HER-2, p185 , podria promover los eventos iniciales

HER-2

de la proliferacién anormal en el tumor primario pero, en ausencia de p95 , estos

tumores presentan menos tendencia a metastatizar. Una explicacion alternativa, poco

probable basandonos en las propiedades bioquimicas previamente expuestas referentes a

HER2 HER-2
95

, es considerar que p95 podria ser un marcador de los tumores que expresan

p
una proteasa especifica con un importante papel en el desarrollo de metdstasis

ganglionares.

Segun nuestros resultados, en el grupo de pacientes que sobreexpresan HER-2 la

HER-2

expresion de p95 en el tumor primario de mama representa un incremento de hasta

2.9 veces en el riesgo de desarrollar metdstasis ganglionares, el principal factor
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P <2 2 HER-2
prondstico de mala evolucién en cdncer de mama. Por tanto, p95

, cuya expresion
también se ha detectado en pacientes sin metdstasis ganglionares, podria ser importante
en la prediccion de la evolucidn de la enfermedad de las mismas. Por este motivo, los
estudios de seguimiento de este grupo de pacientes deberian considerar la importancia

de p95HER'2 para la identificacién de aquellas que, sin embargo, poseen una elevada

probabilidad de recurrencia.

2. ‘Estudio del valor prondstico de p95%2 en cancer de mama

Segin datos recientes, en torno al 60% de los nuevos casos de cancer de mama
diagnosticados anualmente en Estados Unidos no presentan metastasis ganglionares
(O’Malley et al., 1996). Aproximadamente el 30% de estas pacientes recaerdn durante
los diez afios siguientes a la intervencion quirtrgica y, por tanto, podrian beneficiarse
de la administracion de una terapia sistémica adyuvante (Harbeck et al., 1999; Mirza et
al., 2002). Sin embargo, la administracién de este tratamiento adyuvante a todas las
pacientes de cdncer de mama que no presenten afectacidon de los ganglios linfaticos en
el momento del diagnéstico, expondria a un amplio ndmero de éstas a efectos téxicos

secundarios.

Las notables mejoras efectuadas durante los tltimos afios en el diagndstico del
cancer de mama han permitido la deteccién de pequeiias lesiones mediante técnicas
mamograficas antes de que la paciente presente afectacion de los ganglios linfaticos
axilares o que ésta sea minima. Por este motivo, recientemente existe un interés
creciente en la identificacién de nuevos factores prondsticos y marcadores tumorales
que contribuyan a la correcta clasificacién de la enfermedad y, con ello, sirvan de guia
para la administracion del tratamiento éptimo (Mirza et al., 2002). En este sentido, se
requiere especialmente la buisqueda de nuevos marcadores prondsticos capaces de

identificar el grupo de pacientes que presentan pocas probabilidades de recaida y que,
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por lo tanto, no se beneficiarian de la administracion de terapia adyuvante (Séez et al.,

2003).

Pese a que numerosos estudios han analizados diversos factores prondsticos en
pacientes de cdncer de mama, un reducido nimero de los mismos se ha centrado en el
andlisis del cdncer de mama con ganglios negativos y la interpretacion de éstos se ha
visto limitada por el bajo niimero de muestras y cortos periodos de seguimiento (Ross et

al., 1998; Mirza et al., 2002).

Los factores prondsticos empleados en la actualidad, como son el tipo
histolégico y los factores clinicos, no son lo suficientemente sensibles como para
identificar este subgrupo de pacientes. En estos momentos no existe ningiin marcador
pronéstico de cardcter independiente que pueda emplearse para el seguimiento en el
caso del cancer de mama con ganglios negativos. De este punto se deduce el interés en
la identificacién de nuevos marcadores con valor prondstico que permitan diferenciar
aquellas pacientes que no presenten afectacién ganglionar pero que tengan un mayor

riesgo de recaida.

Aunque estd ampliamente aceptado que la amplificacién de HER-2/neu y/o la
sobreexpresion de la proteina HER-2 en células tumorales estd asociada con una menor
supervivencia libre de enfermedad (SLE) y supervivencia global (SG) en pacientes con
ganglios positivos, su valor prondstico en el grupo de pacientes con ganglios negativos
es aun controvertido (Henderson et al., 1998). En este grupo de pacientes algunos
estudios no han encontrado asociacién entre la amplificacion de HER-2 y/o su
sobreexpresion con la SLE o la SG (Tandon et al., 1989; Harbeck et al., 1999; Reed et
al., 2000; Thor et al., 2000), mientras que en otros estudios la correlacién pudo
establecerse con la SLE (Paterson et al., 1991; Harris et al., 1992; Andrulis et al., 1998),

o con la SLE y la SG (O’Malley et al., 1996; Press et al., 1997; Depowski et al., 1999).

En algunos de estos estudios la significacién queddé restringida a grupos de

pacientes con ganglios linfaticos negativos (Paik et al., 1990; Allred et al., 1992),
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proporcionando pruebas adicionales acerca del limitado valor prondstico de HER-2.
Estas discrepancias han sido atribuidas al uso de diferentes metodologias (Fitzgibbons
et al., 2000) o bien debido a un insuficiente poder estadistico (Press et al., 1997;

Henderson et al., 1998).

En estudios amplios, llevados a cabo durante extensos periodos de seguimiento,
el tamafio tumoral, el grado del tumor, los niveles de catepsina D y de Ki-67, la fraccion
celular en fase S, el indice mitético y la invasién vascular mostraron una asociacién
significativa con la supervivencia de las pacientes que se hallan en estadios tempranos
de cancer de mama y que carecen de afectacién ganglionar (Mack et al., 1997; Moreno
et al.,, 1997). Sin embargo, las dificultades técnicas y las variaciones en las
determinaciones de estos factores limitan su utilidad. Ademds, los indicadores
prondsticos mds comunmente utilizados, tales como la histologia tumoral y los factores
clinicos, no son lo suficientemente sensibles como para permitir la identificacién del
grupo de pacientes de cancer de mama que pese a no presentar afectaciéon de los
ganglios linfaticos son susceptibles, sin embargo, de sufrir un alto riesgo de recaida. Por
ultimo, otra importante limitacién en el estudio del grupo de pacientes de cancer de
mama sin afectacién ganglionar es la carencia de factores prondsticos que lo

caractericen.

En esta parte de nuestro estudio analizamos el valor prondstico de dos formas

del receptor de membrana HER?2, la forma completa, plSSHER'2

y una forma truncada,
p95HER'2, haciendo un especial énfasis en el grupo de pacientes con bajo nimero de
ganglios metastatizados. L.a metodologia de andlisis empleada, la transferencia Western,
difiere de los estudios llevados a cabo previamente que, en general, se basaron en el
andlisis de la amplificacién del gen HER-2/neu mediante andlisis FISH, o mediante el
andlisis de la expresion de la proteina empleando técnicas inmunohistoquimicas y que

son el tipo de determinaciones que tradicionalmente se han empleado para la

caracterizacion de HER2 (Xing et al., 1996; Allred et al., 1998).
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Habitualmente la detecciéon de HER-2 no se lleva a cabo mediante técnicas de
Western blot, puesto que la realizacién de esta tecnologia de forma rutinaria resulta
poco practica a nivel hospitalario. Pese a ello, en la actualidad es el dnico método

HER-2

disponible capaz de discriminar entre la molécula del receptor completa, p185 ,yla

forma truncada en el dominio N-terminal, p95HER'2 (Molina et al., 2001, 2002)

Como hemos sefialado anteriormente, basandonos en nuestros resultados hemos

HER-2 y plSSHER'z, en relacion al desarrollo de

establecido que la implicaciéon de p95
metastasis ganglionares en cidncer de mama, es diferente. De esta manera, hemos
determinado que la expresién de p95™ " fue significativamente mds frecuente en el
tejido de los ganglios linfaticos metastdsicos que en el propio tumor primario y que la
expresion de la forma truncada en el tumor primario se correlaciond con el grado de
afectacion ganglionar (Molina et al., 2002). Por el contrario, la sobreexpresién de
p185"ER2 se present6 con una frecuencia similar en el tumor primario en comparacién
con el tejido metastatizado y no mostrd correlacion con el grado de afectacién
ganglionar, puesto que se presentd con una frecuencia similar en el grupo de pacientes

en las que no se detectd afectaciéon ganglionar en comparacién con el grupo de

pacientes que presentaron ganglios metastatizados.

Basandonos en estos resultados, en esta parte de nuestro estudio hemos

HER-2 ,
en cancer de mama con la

analizado la asociacién entre la expresién de p95
evolucién de las pacientes, y hemos investigado su significacién, en particular, en el
grupo de pacientes con bajo nimero de ganglios linfaticos metastatizados, grupo éste en
el que la evolucién de la enfermedad resulta mds dificil de predecir. Ademds de estudiar
la expresion de la forma completa y truncada del receptor HER-2, analizamos otros
factores de interés a la hora de establecer el prondstico en cidncer de mama, entre los
cuales se incluyeron la edad, el nimero de ganglios afectados, el estadio de la
enfermedad, el estado hormonal y el tamafio tumoral, empleando para ello un modelo de

regresion de Cox. Este método permite incluir en el mismo anélisis multiples variables

predictoras (covariables) y proporciona las estimaciones de los coeficientes para cada

214



Discusion

una de las de ellas, permitiendo evaluar el impacto de multiples covariables en el mismo

modelo.

Nuestros resultados demostraron que el elevado nivel de expresion de p95HER'2,

determinado mediante técnicas de Western blot efectuadas en lisados tumorales, es un
importante indicador de evolucidn adversa en las pacientes de cdncer de mama. De esta
forma, el andlisis retrospectivo llevado a cabo en 435 pacientes de cdncer de mama con

HER-2
es un factor

una mediana de seguimiento de 44 meses, demostré que p95
pronéstico de recaida y muerte, estadisticamente independiente, en los grupos de
pacientes que no presentan afectacion ganglionar y en aquellas con bajo nimero de

ganglios metastatizados (de uno a tres) (P = 0.007) (Saez et al., 2003).

Asi, el andlisis multivariado de los resultados obtenidos tras la caracterizacién de
las muestras incluidas en nuestro estudio, mostré que el riesgo de recaida o muerte
debido al cincer de mama en el grupo de pacientes que presentaron unos significativos
niveles de expresion de p95HER'2, fue mayor que el riesgo asociado a la mayoria de los
restantes marcadores bioldgicos examinados. Este método estadistico permite investigar
las interacciones entre los diferentes factores y también los efectos individuales de los
mismos. Ademads, permite predecir los efectos de las variables y las interacciones entre

ellas, determinando las variables independientes (predictoras).

.. <2 HER-2
Asimismo, la sobreexpresion de p95

se asocid significativamente con una
menor supervivencia libre de enfermedad (P = 0.003). En este sentido, el 64% de las
pacientes cuyas muestras de cdncer de mama presentaron bajos niveles de expresion de

95HER2 permanecieron libres de enfermedad durante el periodo de los cinco afios

p
siguientes al diagndstico y consiguiente aplicacién del tratamiento médico-quirdrgico,
mientras que Unicamente el 37% de aquellas pacientes que mostraron elevados niveles
de expresion de la forma truncada de HER-2 no sufrieron recaida durante este mismo

periodo. Nuestros datos nos permitieron concluir que la supervivencia libre de

enfermedad de las pacientes con cero a tres ganglios metastatizados fue de 39 meses en
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HER-2

el caso de presentar sobreexpresion de p95 , mientras que se extendié a 139 meses

en el caso de que sus muestras tumorales presentasen unos bajos o inapreciables niveles

de expresion de la forma truncada del receptor, p95HER'2.

Y .z HER-2
La asociacion entre la sobreexpresion de p95

y una menor supervivencia
libre de enfermedad podria estar relacionada con sus propiedades bioldgicas, tales
como son la mayor actividad sefalizadora celular asi como un mayor potencial

oncogénico (Molina et al., 2002), tal y como hemos sefialado con anterioridad.

.. .z HER-2
Asimismo, la expresién de p95

en tumores primarios de mama se
correlacion6 de forma significativa con otros marcadores prondsticos, tales como son el
grado de afectacidén ganglionar y los niveles de expresion de los receptores hormonales
(niveles de los receptores de estrogenos y de progesterona). Por su parte, nuestros datos

HER-2

indicaron que la sobreexpresién de p185 se asocié significativamente con bajos

niveles de receptores de progesterona en los tumores de mama.

En nuestras condiciones experimentales, no se pudo establecer una correlacién
significativa entre ninguna de las formas del receptor HER-2 con otros factores
prondsticos tradicionalmente considerados de interés en cdncer de mama, como son el
estadio de la enfermedad, el tamafio tumoral, la edad de las pacientes y el tipo
histolégico de los tumores. La ausencia de correlacién entre la expresion de p95HER'2 y
el tamafio tumoral podria explicar el hecho de la falta de asociacion con el estadio de la
enfermedad, puesto que este tltimo pardmetro esta basado tanto en el tamafio del tumor
como en la presencia de afectacién ganglionar (Sdez et al., 2003). En algunos estudios
previos tampoco se encontrd asociacion entre la sobreexpresion de HER-2 y el estadio
de la enfermedad o el tamafio tumoral (Tandon et al., 1989; Paterson et al., 1991;
Singleton et al., 1992; Tetu et al., 1994; Scorilas et al., 1995; Press et al., 1997),
mientras que Unicamente unos pocos autores han demostrado la existencia de una

correlacion significativa entre estos pardmetros (Beckmann et al., 1996; Thor et al.,

2000).
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Es interesante sefialar que en los casos en los que el estudio se centré en el
andlisis de muestras pertenecientes a pacientes carentes de afectacion ganglionar no se

, A .z HER-2
encontrd correlacion entre la expresion de p185

y el tamafio del tumor (Paterson et
al., 1991; Press et al., 1997; Andrulis et al., 1998). Asimismo, también se han obtenido
resultados discordantes en los diversos estudios que se han centrado en el anélisis de la
asociacién entre la sobreexpresion de HER-2 y el estadio de la enfermedad (Scorilas et
al., 1995; Depowski et al., 1999; Agrup et al., 2000), o con bajos niveles de expresion
de los receptores de estrégenos (RE) o de progesterona (RP) (Tandon et al., 1989;
Scorilas et al., 1995; Beckmann et al., 1996; Carlomagno et al., 1996; Torregrosa et al.,
1997; Press et al., 1997;). Por ultimo, en el escaso ndimero de estudios en los que se

analiz6 el tipo histoldgico del tumor no se hallé relacién alguna con la sobreexpresion

de HER-2 (Torregrosa et al., 1997; Andrulis et al., 1998).

En contraste a lo que sucedia con p95HER'2, la forma completa del receptor
HER?2, plSSHER'Z, no demostré tener un valor prondstico significativo ni en el grupo de
pacientes con un bajo nimero de ganglios afectados ni en la poblacién general. Por otra
parte, nuestros resultados demuestran que la edad de las pacientes, el grado de
afectacion ganglionar y los niveles de receptores de estrogenos son también factores
pronésticos de supervivencia libre de enfermedad y supervivenvia global de caricter
independiente, resultados que concuerdan con los de otros grupos (Keyomarsi et al.,

2002).

. . o) HER-2
Aunque nuestro estudio es el primero en evaluar el valor prondstico de p95 ,

C ey -2 HER-2
la asociacién entre la sobreexpresion de p185

y el prondstico en cancer de mama
ha sido ampliamente estudiado (Henderson et al., 1998; Ross et al., 1998; Mirza et al.,

2002).

Los estudios que han descrito la existencia de una correlacion significativa entre

HER-2

los niveles de expresion de p185 y la evolucién de la enfermedad en la poblaciéon

general, encontraron una asociacién mds consistente en el grupo de pacientes que
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presentaron metastatizacion ganglionar en comparacidén con aquellas pacientes sin

afectacion ganglionar.

Gran parte de los estudios en los que se analizé la amplificacién del gen HER-
2/neu mediante técnicas de FISH, o en los que se detect6 la proteina HER-2 empleando
técnicas de ELISA, encontraron una asociacién entre estos pardmetros y la evolucién
de la enfermedad. Por su parte, los estudios basados en la deteccidén
inmunohistoquimica de la proteina HER-2 en muestras de tejido tumoral fijado han

conducido a resultados contradictorios (Ross et al.,1998).

En nuestro caso, no observamos una correlacion significativa entre la

sobreexpresion de plSSHER'2

y el prondstico en nuestra poblacién de pacientes. Varios
factores podrian explicar este hallazgo. En primer lugar, en nuestros grupos de
pacientes hubo una alta proporcién de las mismas con ganglios negativos, grupo en el

HER-2

que p185 tiene menor significado prondstico.

En segundo término, el tiempo medio de seguimiento de las pacientes fue de
4.2 afios, un periodo de tiempo relativamente corto para una enfermedad que puede
presentar recaidas tardias. Cuando limitamos el estudio al subgrupo de pacientes con un
seguimiento de 10 afios, la supervivencia libre de enfermedad de las pacientes cuyas
muestras tumorales presentaron elevados niveles de expresion de plSSHER'2 fue del
25%, en comparacion con el 54% del grupo de pacientes con bajos niveles de plSSHERz.
Pese a que las diferencias no fueron suficientes como para alcanzar significacién
estadistica, esta tendencia sugiere que la sobreexpresion de plSSHER'2 es mas

importante en las pacientes que recaen mas tardiamente (Mirza et al., 2002; Sédez et al.,

2003).

HER2 Jefine

En resumen, nuestros resultados demuestran que la expresion de p95
un grupo de canceres de mama con un mayor potencial metastitico o de crecimiento y,
en consecuencia, una evolucion significativamente peor. Este hallazgo indica que la

forma truncada de HER-2 podria ser un factor prondstico de utilidad en los cinceres de
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mama que presentan un bajo nimero de ganglios afectados, ayudando a los médicos a
identificar aquel subgrupo de pacientes que podria beneficiarse de una terapia sistémica

adyuvante (Séez et al., 2003).

3. Estudio de la expresion de la forma truncada del receptor
HER:-2, p100°ER2, en cdancer de mama

El potencial prondstico y predictivo del oncogén HER-2 podria estar modulado por una
serie de procesos moleculares. Asi, se dispone de evidencias experimentales que
sugieren que la proliferaciéon inducida por HER-2 y la sensibilidad de las células que
sobreexpresan HER-2 a tratamientos especificos estd alterada por la presencia de formas

truncadas de la proteina HER2.

En general, y como hemos descrito previamente, los mecanismos responsables
de la aparicion de formas truncadas de las proteinas transmembrana y la liberacion del
dominio extracelular al medio incluyen el corte proteolitico de la proteina
transmembrana y/o el procesamiento alternativo del RNAm. El corte proteolitico
implica la accién de una proteasa a nivel de la membrana celular que corta la proteina
en dos fragmentos, un fragmento extracelular y un segundo fragmento compuesto por

los dominios transmembrana e intracelular y que constituye la forma truncada p95™ 2,

Por otra parte, se ha observado que el procesamiento alternativo del RNAm
codificado por el protooncogén HER-2 puede producir tanto la forma de RNAm
completa (4.6 kb), como una forma truncada (2.3 kb). El RNAm completo de HER-2
codifica la proteina HER-2 de 185 kDa que contiene los dominios extracelular,
transmembrana y citoplasmético. En cambio, la forma truncada de RNAm de HER-2
s6lo codifica el dominio extracelular de la proteina, carece de los dominios
transmembrana e intracelular y da lugar a una proteina cuyo peso molecular es de 100

HER-2

kDa denominada, por ello, p100 . La proteina HER-2 truncada contiene el dominio
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extracelular completo de HER-2, con excepcién de los dltimos 20 aminodcidos amino-

terminales.

La presencia de dos formas de RNAm de HER-2 (4.6 kb y 2.3 kb) fue descrita
por primera vez en 1986 en lineas celulares de cdncer humano, pero no fue hasta 1993
cuando se examind la expresion y el papel biolégico de la forma truncada del receptor
HER-2 en un panel de lineas celulares. Se observé que ocho lineas de cancer epitelial
humano expresaron las dos formas del RNA mensajero y que el nivel de expresion del
RNAm truncado en relacién al RNAm completo era variable en las distintas lineas
celulares analizadas. La cantidad de RNAm HER-2 completo en relacién con el RNAm
de HER-2 truncado oscilaba entre una relaciéon 40:1 hasta una relacién de 1:1,
demostrando asi que la expresion de las dos formas diferia en funcion del tipo celular

analizado (Scott et al., 1993).

En este mismo estudio se observd que la sobreexpresion de la forma truncada de
HER-2 tuvo como consecuencias un crecimiento mds rapido de las células transfectadas
con HER-2 truncado, una resistencia primaria a los efectos antiproliferativos de
anticuerpos monoclonales anti-HER-2 en células con una alta expresiéon endégena de
HER-2 truncado y una induccién de resistencia completa in vitro en células basalmente
sensibles a estos anticuerpos al ser transfectadas con HER-2 (Scott et al., 1993). Estas
observaciones indican que la forma truncada de HER-2 puede afectar al
comportamiento bioldégico y clinico de los tumores y a su sensibilidad a los anticuerpos
anti-HER-2. El mecanismo mediante el cudl la sobreexpresion de HER-2 truncado
induce resistencia a los anticuerpos anti-HER-2 no estd bien caracterizado, si bien una
hipétesis es que la proteina HER-2 truncada interfiere en la asociacién que se forma

entre los anticuerpos y el receptor HER-2 completo.

Evidencias observadas en otros receptores relacionados apoyan que una forma
truncada del receptor comporte actividad bioldgica. Estas observaciones demuestran que

el procesamiento alternativo del RNAm de HER-2 y la consecuente sintesis de la

220



Discusion

proteina HER-2 truncada en tumores humanos puede tener un importante papel en la
regulacién del crecimiento celular y en su comportamiento biolégico. Este concepto esta
apoyado por un reciente estudio en 21 tumores de mama en el que se observd una
amplia variacién (rango de 30 veces) en los niveles de RNAm truncado versus completo
y en el que se observé que la expresion relativa de RNAm truncado era superior a nivel
de los ganglios axilares metastdsicos que a nivel de los tumores primarios (Gebhardt et
al., 1998). De forma similar, en tumores primarios y ganglios linfaticos obtenidos de
pacientes con cdncer de préstata con sobreexpresion de HER-2 determinada por anélisis
inmunohistoquimico, se detecté una marcada sobreexpresion del RNAm de HER-2
truncado (pero no del RNAm de HER-2 completo) por RT-PCR. Este estudio indica que
la deteccion de HER-2 por inmunohistoquimica podria estar traduciendo la

sobreexpresion de HER-2 truncado, plOOHER'2

, en lugar de la de HER-2 completo, y
este hallazgo adquiere mayor relevancia si consideramos que la sobreexpresion de
HER-2 fue un predictor de mal prondéstico (12 de 13 pacientes con tincién positiva para
HER-2 presentaron metéstasis) en esta serie de pacientes con cancer de prostata, lo que

indica que la proteina HER-2 truncada puede afectar adversamente al prondstico de las

pacientes (Veltri et al., 1996).

Otra implicaciéon potencial de la proteina HER-2 truncada es su posible
contribucién a la produccion de HER-2 soluble. Esta forma truncada fue detectada en el
medio condicionado de lineas celulares de cancer de mama, en experimentos llevados a
cabo in vitro, y en el suero y orina de pacientes afectas de ciancer de mama, in vivo
(Mosley et al., 1989; Petch et al., 1990; Zabrecky et al., 1991). Como hemos sefalado,
la proteina HER-2 soluble corresponde con el dominio extracelular de HER-2. Segiin
algunos estudios, la presencia de altos niveles de HER-2 soluble en suero se asocia a
peor prondstico y a menor sensibilidad a tratamientos antitumorales (quimioterapia y
hormonoterapia) en pacientes de cdncer de mama. Ademds, en estos estudios la
presencia de elevados niveles de HER-2 truncado en el suero de pacientes ha

demostrado modificar la farmacocinética de los anticuerpos anti-HER-2 (reduciendo la
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estabilidad de los niveles terapéuticos de los anticuerpos), y se asocia a resistencia al
tratamiento con estos anticuerpos en mujeres con cancer de mama metastdsico. A pesar
de las correlaciones clinicas de la presencia de HER-2 soluble en pacientes con cdncer
de mama, los mecanismos de liberacién del dominio extracelular al suero no estan bien

caracterizados.

Por otra parte, algunos estudios previos propusieron que la sobreexpresion de
esta forma truncada podria inhibir la proliferacién y diferenciacion de las células de
céncer de mama, incluso en presencia de los factores de crecimiento adecuados (Aigner
et al.,, 2001). Se ha especulado que esta forma soluble ejerceria una inhibicién de
caricter paracrino sobre las células vecinas interfiriendo en la formacién de los
heterodimeros de HER-2 con los restantes miembros de su familia. Estos estudios
demostraron la existencia de una asociacion entre la presencia de esta forma truncada de
HER-2, p100™™*2 con una mejor evolucién de la enfermedad. Asi, estos autores

HER-2
en muestras de tumores

describieron unos bajos niveles de expresion de p100
gastricos procedentes de pacientes con un elevado nimero de ganglios metastatizados y
en aquellas correspondientes a estadios mds avanzados de la enfermedad (Aigner et al.,

2001).

Basandonos tanto en las evidencias experimentales como en los estudios clinicos
preliminares, es obvio que la presencia de la forma truncada del receptor HER-2,
plOOHER'z, en tumores mamarios podria tener profundas implicaciones clinicas y
biologicas en cancer de mama. Sin embargo, en la actualidad no se ha logrado

esclarecer su participacién en la evolucion de las pacientes.

Dada su importancia en cdncer de mama, y dentro del marco del estudio del
receptor HER-2 y sus formas truncadas en un amplio panel de muestras de cancer de
mama, decidimos analizar la expresiéon de la forma truncada del receptor HER-2,
p100"5%2 mediante técnicas de RT-PCR y Western blot. Nuestros resultados revelaron

HER-2

que p100 se presenté con mayor frecuencia en aquellas muestras que presentaron
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moderados o elevados niveles de expresion de la forma completa del receptor HER-2,
plSSHER'Z, ya que mas del 95% de las muestras con moderados niveles de expresion de
plSSHER'2 o sobreexpresidon del mismo presentaron asimismo expresion de plOOHER'Z.
Por tanto, en el grupo de muestras de ciancer de mama analizadas la expresion de la

HER-2

forma truncada del receptor HER-2, p100 , se correlacioné significativamente con

los niveles de expresion de la forma completa de HER-2, plSSHER'2 (P =0.000).

Puesto que la presencia de metastasis ganglionares en las pacientes afectadas de
cancer de mama es el factor determinante a la hora de evaluar la evolucién de la
enfermedad y la administracién del tratamiento oportuno, una vez determinado el nivel

HER-2

de expresién de p100 en los distintos tumores analizados y su relacién con la forma
completa del receptor, en nuestro estudio analizamos la relacién existente entre la

expresion de esta forma truncada con la presencia de metdstasis ganglionares.

Nuestros resultados mostraron que ambos factores se correlacionaron
inversamente. En este sentido, es interesante constatar que en nuestras condiciones
experimentales la expresién de pl00"™®? fue significativamente mds frecuente en las
muestras de tumores primarios pertenecientes a pacientes en las que no se detectaron
ganglios metastatizados. Asi, la forma truncada p100™™** fue detectada en el 77.8% de
las muestras de pacientes sin afectacion ganglionar, mientras que un porcentaje inferior
al 60% de las muestras procedentes de pacientes con uno a tres ganglios metastatizados,
o del grupo de pacientes con cuatro o mas ganglios afectados presentaron expresion de
plOOHER'2 (P = 0.006). Este resultado se ajustan con los obtenidos por otros grupos
(Aigner et al., 2001). Las discrepancias observadas entre nuestros resultados y los de
otros autores podria deberse al diferente comportamiento de la forma truncada plOOHER'

2 z . e . . . ) . .,
en células de distinto origen, asi como al uso de diferentes métodos de determinacién

de la misma.

Al igual que ocurri6 al considerar el nimero de ganglios afectados, la expresion

de la forma truncada del receptor HER-2 correspondiente al dominio extracelular,
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plOOHER'z, se correlacioné de forma inversa con el estadio de la enfermedad. Asi, en
nuestro estudio la expresion de plOOHER'2 fue més frecuente en los estadios tempranos
del cancer de mama (P = 0.001), resultados que concuerdan con los obtenidos por otros

grupos de trabajo (Aigner et al., 2001).

HER-2
y otros factores

Para completar el andlisis de la correlacién entre p100
prondstico en céncer de mama, tras el estudio de la asociacién entre la presencia de
dicha forma truncada con el grado de afectacién ganglionar y con el estadio de la

enfermedad, analizamos su posible relacién con otros factores prondsticos considerados

de interés en la evolucion del cancer de mama.

En este sentido, nuestros resultados demuestran que la forma truncada plOOHER'2

no se relacioné con la expresidon de receptores de estrogenos o progesterona. Asi, esta
forma del receptor se presentd con una frecuencia similar en las muestras tumorales en
las que no se detectd expresidon de receptores de estrégenos y de progesterona en

comparacién con aquellas que la presentaron (P >0.1).

HER-2 T T
, no fue significativamente

La expresion de la forma truncada, pl100
diferente en funcién de la edad de las pacientes de las que procedian las muestras
analizadas. La expresioén de esta forma truncada de HER-2 fue similar en el grupo de
pacientes con una edad igual o superior a 60 afios respecto al grupo con una edad
inferior a ésta (P >0.1). Tampoco se pudo establecer una asociacién entre la expresion
de plOOHER'2 y el estado menopdusico de las pacientes, puesto que esta forma se

presentd con una frecuencia semejante en las pacientes pre-menopdusicas o en el grupo

de mujeres post-menopdusicas.

El tipo histolégico tumoral fue otro factor de riesgo evaluado y en este
pardmetro tampoco se encontré una asociacion significativa entre la expresion de
p100"582 con un tipo histolégico u otro. En este sentido, la frecuencia de expresién de
esta forma truncada fue semejante en el carcinoma ductal infiltrante que en los tumores

de los restantes tipos histoldgicos analizados (P >0.1).
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HER-2

Nuestros resultados demuestran, por tanto, que la presencia de p100 en el

tumor primario de mama se asoci6 a formas menos agresivas de la enfermedad.

4. Estudio del nivel de expresion del factor de crecimiento

heregulina en tumores primarios de mama

Se ha descrito que la sobreexpresion de los receptores de membrana con actividad
tirosina quinasa (RTKs) da lugar a su activacién, sin embargo, la presencia en el medio
de factores de crecimiento también la promueve (Peles et al., 1993). Una de las familias
de factores de crecimiento mejor caracterizada es la de la neuregulina 1, a la que
pertenecen el factor de diferenciacién neu (NDF), el ARIA, el factor de crecimiento de
la glia (GGF) y la heregulina. Todas estas glicoproteinas se generan por diversos
mecanismos de procesamiento alternativo de cuatro genes codificantes para

neuregulinas (NRGs) (Chang et al., 1997; Zhang et al., 1997).

Heregulina es el ligando comiin a HER-3 y HER-4, miembros de la familia de
RTKs, HER (Chang et al., 1997; Zang et al., 1997). Al unirse a HER-2 y HER4 induce
la formacién de heterodimeros HER-2/HER-3 o HER-2/HER-4 (Groenen et al., 1994;
Lemmon et al., 1997). Estos heterodimeros permiten la transfosforilaciéon vy
transactivaciéon de HER-2, y la consecuente transduccion de sefiales mitogénicas

(Karunagaran et al., 1996; Jones et al., 1999).

La heregulina puede ejercer su efecto bioldgico de forma autocrina, paracrina y
yuxtacrina, y de hecho la expresion de heregulina puede ser detectada tanto en el tejido
neopldsico como en el estroma tumoral, resultados que concuerdan con nuestros datos
obtenidos mediante técnicas inmunohistoquimicas. Estudios in vitro e in vivo apoyan el
papel de la heregulina en la tumorogénesis y progresion del cdncer de mama (Lewis et
al., 1996). La transfeccion de heregulina o la adicién exégena aumenta la proliferacion

de las células de cincer de mama, se asocia a un fenotipo mds agresivo, induce un
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crecimiento independiente de los estrogenos y resistencia a los efectos antiproliferativos
del tamoxifeno y aumenta la capacidad metastdsica de las células. En cambio, la
heregulina induce una mayor sensibilidad al tratamiento con adriamicina y etopdsido en
células de cidncer de mama humano transfectadas con heregulina, un efecto que se

asocid a una elevacién en la expresion de topoisomerasa Ilow (Harris et al., 1998).

In vitro, se ha observado la existencia de una correlacién entre la respuesta
proliferativa a heregulina y el ndimero de receptores HER-2 en células de cédncer de
mama. Todas estas evidencias indican que la expresién de heregulina puede afectar al
comportamiento clinico y biolégico del ciancer de mama, y que su importancia puede
depender de la expresion de HER-2 en los tumores (Lewis et al., 1996; Harris et al.,

1998).

Basandonos en estos datos, y dada la importancia de la heregulina en cancer de
mama, en nuestro estudio analizamos los niveles de expresion de este factor de
crecimiento en muestras tumorales de cdncer de mama, estableciendo su relacién con la

expresion de la forma completa y truncada p95HER'2

, del receptor HER-2. Nuestros
resultados demuestran que la expresién y/o sobreexpresion de la forma completa del
receptor HER-2, plSSHER'z, se presentd con mayor frecuencia en aquellos tumores de
mama que presentaron unos mayores niveles de expresion del factor de crecimiento
heregulina, datos que concuerdan con los resultados obtenidos por otros autores (Lewis
et al., 1996). En este sentido, la sobreexpresion de la forma completa del receptor fue
mads frecuente en las muestras que presentaron moderada (39.5%) o elevada expresion

(21.7%) de la glicoproteina heregulina, en comparacién con las muestras tumorales que

mostraron una expresion baja (19.2%) o indetectable (5.9%) de la misma (P = 0.003).

En cambio, la expresion de la forma truncada del receptor HER-2 p95HER'2 no se

. , . s . . -z HER2
correlaciond con los niveles de expresion de heregulina, ya que la expresion de p95

se presentd con una frecuencia similar en las muestras de cdncer de mama en las que no
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se detecté expresion de heregulina que en aquellas que mostraron unos bajos,

moderados o elevados niveles de esta glicoproteina (P > 0.1).

Estudios previos llevados a cabo in vitro propusieron la existencia de una
asociacién entre la expresion del factor de crecimiento heregulina y el desarrollo de
metéstasis loco-regionales (Lupu et al., 1990, 1992; Bacus et al., 1993), asi como de un
fenotipo transformante e independiente de sefiales hormonales (Tang et al., 1996). Por
esta razon, en nuestro andlisis decidimos estudiar la posible asociacién in vivo entre la
expresion de heregulina y el grado de afectacion ganglionar, asi como con otra serie de

factores clinico-patoldgicos considerados de interés en cdncer de mama.

En este sentido, al analizar la posible relacién entre la presencia de heregulina en
las muestras tumorales y la afectacion ganglionar, nuestros resultados demuestran que la
heregulina no se expresd con mayor frecuencia en las muestras de cdncer de mama

procedentes de pacientes con un mayor grado de afectacion ganglionar (P > 0.1).

Por otra parte, observamos que en el panel de muestras analizadas en nuestro
estudio no se encontrd asociacion entre la presencia del factor de crecimiento heregulina
con la expresidon de receptores de estrégenos y de progesterona (P > 0.1). En estas
mismas muestras se observo que la expresion de heregulina fue independiente de la
edad de las pacientes de las que procedian las muestras analizadas. Asi, las muestras de
cancer de mama pertenecientes a pacientes con una edad inferior a 60 afos expresaron
la glicoproteina heregulina con la misma frecuencia que aquellas procedentes de

pacientes con una edad igual o superior a 60 afios (P > 0.1).

Asimismo, es de destacar que la expresién de heregulina no se correlacioné con
el estadio de la enfermedad, siendo ésta semejante entre las pacientes estratificadas en
funcién del estadio de la misma (I, II o III) (P = 0.1). La misma observacién pudo
establecerse al considerar el tamafio del tumor, puesto que no se encontré una mayor
tasa de expresion del factor de crecimiento heregulina en aquellos tumores primarios de

mama de mayor tamafio, considerando estos como mayores de 3 cm de didmetro (P >
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0.1). Tampoco las muestras de carcinoma ductal infiltrante expresaron con mayor

frecuencia heregulina que aquellas muestras de otros tipos histolégicos (P> 0.1).

Por tanto, en nuestras condiciones experimentales, no se establecié ninguna
relacion significativa entre la expresion de heregulina y los factores considerados de

interés prondstico en cidncer de mama.

El hecho de que el factor de crecimiento heregulina se detectase con mayor

HER-2 P
, aS1 como

frecuencia en las muestras de cancer de mama que sobreexpresaron p185
con la forma activa del mismo (como veremos en el siguiente apartado), concuerda con
los resultados obtenidos por otros autores y sugiere que su importancia puede depender

de la expresion de HER-2 en los tumores.

5. Estudio del estado de activacion del receptor HER:2 en

cdncer de mama

Los estudios realizados hasta la actualidad acerca de los miembros de la familia de
receptores HER han demostrado que su funcién depende de la presencia de factores de
crecimiento, como pueden ser la heregulina o el EGF, siendo la unién del receptor a sus
respectivos ligandos lo que promueve la dimerizacién de los receptores. Como ya
hemos sefialado, los cuatro miembros de la familia HER pueden asociarse entre si para
formar hasta diez diferentes dimeros, homo- o heterodimeros (Carraway et al., 1994;

Tzahar et al., 1997).

La dimerizacién conlleva una fosforilacion cruzada de los residuos de tirosina
del dominio catalitico de los receptores que forman el dimero, con lo que se produce
una activaciéon de los mismos. Esta fosforilacion cruzada es la primera etapa de la
cascada de sefalizacion que daréd lugar en dltimo término a la transcripcion de genes
implicados en proliferacion y supervivencia celular (Carraway et al., 1994; Tzahar et al.,

1998).
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Pese a ser considerado un receptor carente de ligando conocido, HER-2 juega un
importante papel en la sefializacion mediada por factores de crecimiento ya que
dimeriza con los restantes miembros de la familia HER (Groenen et al., 1994; Lemmon
et al., 1997). La dimerizacién de los miembros de esta familia se encuentra regulada de
forma estrictamente jerdrquica, siendo HER-2 el candidato de eleccién para la
formacion de los heterodimeros con otros miembros de la familia HER (Graus-Porta et

al., 1997; Spencer et al., 2000).

Otro mecanismo que actda promoviendo la formacién de dimeros y, por tanto,
iniciando la primera de las etapas de la transduccion de la sefial mitégena al nicleo, es
la sobreexpresiéon de HER-2. Se ha descrito que este fendmeno implicaria el aumento de
la concentracién de receptores en la membrana, lo que a su vez promoveria la
autodimerizacién, con la consiguiente alteracién de la sefalizacién celular (Slamon et

al., 1989; Hynes et al., 1994, 2001).

Debido a la multiplicidad de receptores de la familia HER y de sus ligandos, es
obvio que existe un estricto mecanismo de regulacién que controla sus niveles de
expresion y activacion (Esteva et al., 2001). La fosforilacion de los residuos de tirosina
presentes en el dominio catalitico incrementa la actividad tirosina quinasa intrinseca del
receptor. Por otro lado, la fosforilacién de los residuos de tirosina no pertenecientes al
dominio catalitico crea diversos puntos de acoplamiento especificos para otras
moléculas que intervienen en la transduccién de sefial mediada por receptores activados

(Graus-Porta et al., 1997).

Recientemente se ha descrito que la expresion de la forma activada
(fosforilacién en  tirosina) de HER-2, determinada mediante técnicas
inmunohistoquimicas en un banco de tumores de mama, se asocia a un prondstico
adverso de las pacientes (Thor et al., 2000). La informacién prondstica obtenida de la
determinacién de la forma activada de HER-2 fue superior a la proporcionada por los

niveles de HER-2 totales, independientemente de su estado de activacion. Esta
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observacién sugiere que el nimero de receptores activados puede ser bioldgicamente
mads relevante que el niimero total de receptores. Por este motivo, y tras caracterizar los
niveles de expresion de la proteina HER-2 y sus formas truncadas en una amplia serie
de canceres de mama, decidimos analizar los niveles de activacién de los mismos y las

vias de sefializacion por las que transduce la sefial mitégena.

El anélisis de los niveles de fosforilacion de HER-2 en las muestras de céncer de
mama empleadas en nuestro estudio mostré que la fosforilacién de la forma truncada
del receptor HER-2, p95HER'2, se correlaciond con los niveles de activacién de la forma

HER-2

completa del mismo, pl85 Asi, la fosforilacion del receptor truncado fue

significativamente mds frecuente en las muestras de cancer de mama que presentaron
asimismo una moderada (58.6%), o elevada (69.2%), activacién de plSSHER'Z, en
comparacién con aquellas muestras de tumores de mama que presentaron bajo grado de
fosforilacion de plSSHER'2 (15.1%), o con las que no presentaron la forma activa de éste
(4.9%) (P < 0.001), mientras que algunas muestras no presentaron expresion de p95HER'
? fosforilado. Esta amplia heterogeneidad en los niveles de p95"™"? presentes en los

distintos tumores analizados sugiere que el nivel del receptor truncado y su fosforilacién

se hallan regulados in vivo.

Como ya hemos sefialado, pese a carecer de ligando conocido HER-2 actia
como co-receptor en heterodimeros con otros miembros de la familia HER y participa
activamente en la transduccién de las sefiales extracelulares al nicleo y, en ultimo
término, conduce a la activacién de genes implicados en proliferacién celular. La
heregulina, una molécula de 44 kDa, es capaz de inducir la fosforilacion de HER-2
(Lupu et al., 1993). En un primer momento la heregulina fue considerada una proteina
capaz de inducir la fosforilacién de HER-2. Sin embargo, algunos estudios llevados a
cabo in vitro demostraron que el factor de crecimiento heregulina no se unia realmente a
HER-2, sino que era el ligando de otros miembros de la familia HER como son HER3 y
HER4 los cuales, formando dimeros con HER-2, daban lugar a la fosforilacién del

mismo (Carraway et al., 1994).
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Por esta razon, el siguiente paso en nuestro estudio fue establecer la relacion
entre la presencia de activacién del receptor HER-2 con la expresion del factor de
crecimiento heregulina. Los resultados obtenidos en nuestro andlisis demuestran la
existencia de una asociacion significativa entre el estado de fosforilacion del receptor
HER-2 completo, p185™5%?, y la expresion del factor de crecimiento heregulina, ya que
la forma completa del receptor fosforilada se detectd en el 71.3% de las muestras en las
que se expresé heregulina (P = 0.004). Por tanto, en las muestras analizadas, la
heregulina interviene en los mecanismos que conducen a la activacion de plSSHER'Z,
fendmeno que conlleva a su vez la activacién de las vias de transduccion de sefial
(Bacus et al., 1993). En cambio, en estas muestras la presencia de la forma truncada del

receptor HER-2, p95™™*2, fosforilado no se relacioné con la expresién del factor de

crecimiento heregulina (P > 0.05).

Como ya citamos con anterioridad, algunas formas proteicas generadas por corte
proteolitico caracterizadas por carecer de algunos aminodcidos de la estructura original
de la molécula, han demostrado ser hiperactivas en lo que se refiere a progresion del
ciclo celular y estdn implicadas en el desarrollo de metastasis (Porter et al., 2001). Cabe
destacar que la presencia de la metéstasis afecta tanto a la evolucién de la enfermedad
como al tipo de tratamiento a administrar a la paciente, asi como a la respuesta al mismo

(Mirza et al., 2002).

Como describimos en la parte inicial de este estudio, la forma truncada del

HER-2 - 2 [ . .
receptor HER-2, p95 , se correlaciond con el grado de afectacion ganglionar siendo
su expresion mds frecuente en las muestras tumorales procedentes de pacientes con

HER-2

cuatro o mas ganglios metastatizados. La expresién de p95 mostrd ser incluso més

frecuente en las metdstasis ganglionares que en los propios tumores primarios.

Si consideramos que la aparicion de metdstasis ganglionares es el principal
causante de muerte debido al cdncer de mama (Keyomarsi et al., 2002), cabe estudiar

con detenimiento todos los aspectos que podrian influir en el desarrollo de las mismas.
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En este sentido, en nuestro estudio estudiamos la posible relacién entre la
activacion de HER-2 y la presencia de metéstasis ganglionares. Asi, y al igual que
ocurria con los niveles basales de, p95HER'2, observamos que la fosforilaciéon del

HER-2 : : 4
en muestras tumorales pertenecientes a pacientes de cancer

fragmento truncado p95
de mama se asocié con el grado de afectacidon ganglionar. De esta forma, la activacién
del fragmento truncado del receptor HER-2 fue significativamente mds frecuente en el
grupo constituido por pacientes con cuatro o mas ganglios metastatizados (51.3%) que
en las muestras tumorales de las pacientes con uno a tres ganglios afectos (27.3%), o

que en aquellas pertenecientes a pacientes que no presentaron afectaciéon ganglionar

(29.0%) (P = 0.003).

. ., HER-2 . . P

En nuestro estudio, la sobreexpresién de p185 fosforilado no se relacioné

con el grado de afectacién ganglionar, no observiandose una asociacién significativa

entre ambos pardmetros. En este sentido, no se apreciaron diferencias respecto a
HER-2 . . .

p185 fosforilado en ninguno de los grupos de muestras tumorales analizadas

agrupadas en funcién del nimero de metdstasis ganglionares presentes en las pacientes

(P>0.1).

Nuestros datos, en los que se observa una asociacidén entre la expresion de
p95HER'2 fosforilado con el grado de afectaciéon ganglionar, sugieren que esta forma
truncada del receptor HER-2 desempefia un importante papel en la evolucién del cancer

de mama. Asi, la forma truncada p95HER'2

podria servir como marcador molecular
indicativo de la presencia de afectacién ganglionar o, incluso, podria estar en la base del
desarrollo de metdstasis loco-regionales, fendmeno que se traduce en una

significativamente peor evolucion de la enfermedad (Molina et al., 2002).

Estudios previos, realizados empleando técnicas inmunohistoquimicas,
demostraron la existencia de una correlacion significativa entre la expresion de HER-2
fosforilado con la afectacion ganglionar y con una mayor tasa de proliferacion celular.

Estos mismos estudios establecieron una asociacidén entre la expresion de HER-2
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fosforilado y/o la sobreexpresiéon de HER-2 con un peor prondstico de la enfermedad en
pacientes que presentaron afectacion ganglionar (Thor et al., 2000). Sin embargo, como
ya expusimos con anterioridad, las técnicas inmunohistoquimicas no permiten discernir
entre la forma completa y truncada del receptor HER-2, por lo que las conclusiones a las
que llegd este grupo podrian deberse a la activacién de la forma truncada de HER-2,

9 SHER—Z

p , y no a la completa.

Otro pardmetro clinico tradicionalmente considerado de importancia en cincer
de mama y que también procedimos a estudiar en este andlisis es el tamafio tumoral que,
junto con la presencia de afectacién ganglionar, configura el estadio de la enfermedad.
En nuestro estudio, la forma truncada del receptor HER-2, p95HER'2, fosforilada se
detecté con mayor frecuencia en las muestras de cincer de mama correspondientes a
pacientes en estadios II y III de la enfermedad al compararlo con en aquellas muestras
de pacientes en estadio I (P = 0.001), es decir, sus niveles fueron apreciables con mayor
frecuencia en aquellos estadios del cdncer de mama en los que se presenta afectacion

ganglionar.

Al considerar la variable del tamaifio tumoral, no se observo una relacion entre la

HER-2

activacion de la forma truncada p95 con el tamafio del tumor (P > 0.1). Por tanto,

probablemente la asociacién hallada entre p95HER'2

y los estadios avanzados de la
enfermedad se deba, en gran medida, a la correlacion previamente descrita referente a la

presencia de metastasis ganglionares.

Por su parte, los resultados obtenidos de nuestro andlisis mostraron que la
sobreexpresion de la forma completa del receptor HER-2, plSSHER'Z, fosforilado no se
asocid ni con el tamafio tumoral ni con el estadio de la enfermedad (P > 0.1). Sin
embargo, en el panel de muestras analizadas por nuestro grupo, la sobreexpresion del

receptor completo, pl g5HER2

, activado se observo con mayor frecuencia en las muestras
en las que los niveles de receptores de estrégenos fueron anormalmente bajos, en

comparacién con aquellas en las que los niveles fueron elevados (P = 0.049). En
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anteriores estudios ya se habia descrito la existencia de una correlacion inversa entre la
expresion de HER-2 y la de los receptores de estrégenos (Heintz et al., 1990). Esta
correlacién no se mantuvo al analizar la relacién entre p185™~? fosforilado y la
presencia de los receptores de progesterona (P > 0.1). Por otra parte, la forma truncada
del receptor HER-2, p95"™%? fosforilada no se asocié con la expresién de los
receptores de estrégenos ni de progesterona (P > 0.1). Dado este hecho, previsiblemente
la respuesta de la apciente al tratamiento hormonal sea diferente dependiendo de que el

tumor exprese una u otra forma activada del receptor HER-2.

HER-2 HER-2

La activacién de la forma completa pl185 o truncada p95 no fue
significativamente diferente en los dos grupos de pacientes establecidos en funcién de la
edad de las mismas. La misma observacién pudo establecerse en el caso de que éstas
fuesen categorizadas en funcién del estado menopdusico, probablemente debido a que
éste es, a su vez, un factor directamente condicionado por la edad de las pacientes (P >

0.1).

El estudio del tipo histoldgico de las muestras analizadas marcd, de nuevo, una
clara y significativa diferencia en relacion a la expresion de las formas completa y
truncada fosforiladas del receptor HER-2. En este sentido, nuestros resultados
demostraron que la expresion de la forma completa, plSSHER'z, fosforilada se presenta
con la misma frecuencia en los diferentes tipos histolégicos tumorales (P > 0.1). En
cambio, la expresién de la forma truncada, p95HER'2, fosforilada se presenté con una
frecuencia claramente mayor en aquellas muestras tumorales del tipo de carcinoma

ductal infiltrante en comparacion con los restantes tipos histolégicos (P = 0.006).

En este sentido, cabe hacer referencia a algunos estudios en los que se analiz6 la
relacién entre la expresion de HER-2 con el subtipo histolégico. En estos estudios, el
andlisis de tipo inmunohistoquimico mostrdé que con frecuencia el carcinoma ductal
infiltrante se asocid con la expresion de HER-2 (Ross et al., 1998; Mack et al., 1999).

Es posible que el uso de una metodologia diferente, que en el caso de la
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inmunohistoquimica no permite evaluar de forma aislada las formas del receptor HER-
2, condicione los resultados obtenidos en el aspecto referente a la activacién de
p185MFR2,

HER-2 _ ..
5 activado

Por tanto, nuestros resultados demuestran que la expresién de p9
caracteriza un grupo de pacientes con mayores probabilidades de desarrollar metastasis
ganglionares en cancer de mama y condiciona, por tanto, el tipo de tratamiento a aplicar

a dichas pacientes as6 como la evolucién de su enfermedad.

6. Estudio de la activacion de la via de sefializacion Ras-Raf-
MAPK en cancer de mama

Las vias de transduccion de sefial activadas por el receptor HER-2 in vivo en
cancer de mama no estdn bien caracterizadas. El estudio de estas vias en este tipo de

tumores se constituye en el siguiente paso ldgico para avanzar en el campo.

Como ya citamos en la Introduccién de esta Memoria, una de las vias de
sefalizacién mejor establecidas en cancer de mama es la via Ras-Raf-MAPK (Carpenter
et al., 1999; Hackel et al., 1999; Luteerell et al., 1999). Esta via se caracteriza por la
fosforilacion final de la proteina con actividad quinasa MAPK. La forma mejor
caracterizada de MAPKs en células de mamifero pertenece a la familia ERK (quinasa
regulada por sefiales extracelulares). La activacién de ERK juega un papel central en la
proliferacién celular inducida por factores de crecimiento que actdan bien a través de
receptores con actividad tirosina quinasa, tales como los miembros de la familia del

EGFR, o bien a través de receptores acoplados a proteinas G.

Existen dos isoformas de ERK (1 y 2), similares en el 90% de su secuencia y
expresadas de forma ubicua en distintos tejidos. Se trata de dos proteinas de 44 y 42
kDa, respectivamente, que se translocan al ndcleo celular en donde activan una amplia

variedad de moléculas al fosforilar sus residuos de serina o treonina. Concretamente,
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ERK fosforila ciertos miembros de la familia de factores transcripcionales ETS,
mecanismo con el que se promueve la expresion de determinados genes implicados en

proliferacién celular.

Dada la relacién existente entre la activacidon del receptor de membrana con
actividad tirosina quinasa HER-2 y la via de transduccion de sefial Ras-Raf-MAPK y
sus importantes implicaciones en cancer de mama, en nuestra investigacién estudiamos
la activacién de dicha via, para lo que procedimos al andlisis del estado de fosforilacién
de la proteina MAPK en una amplia serie de muestras de cdncer de mama. En estas
mismas muestras tumorales se habia caracterizado previamente el nivel de expresion y
el estado de activacion del receptor HER-2. Se poseia, ademads la informacién referente
a los multiples factores clinicos analizados e implicados en la evolucién de las pacientes

de cancer de mama.

Previamente, algunos autores habian demostrado la existencia de mudltiples
residuos de la molécula de HER-2 susceptibles de ser fosforilados. Sin embargo, la
fosforilacion del residuo de tirosina 1248 demostré ser el dnico factor asociado a los
procesos de transformacién celular (Segatto et al., 1988; Akiyama et al., 1991; Mikami
et al., 1992). Asi, estos estudios sugieren que este es el tnico residuo fosforilable de
HER-2 responsable de la oncogénesis y de la activacién de la via de transduccion de
sefal Ras-Raf-MAPK (Ben-Levy et al., 1994). Por este motivo, en nuestro estudio de
los niveles de activacion del receptor HER-2 hemos utilizado anticuerpos dirigidos al
reconocimiento de este residuo de forma especifica. Teniendo en cuenta todas estas
consideraciones, parece que el estudio de la activacion de HER-2 y su relacién con la
activacion de MAPK podria ser mds importante que la evaluacién del nimero total de

receptores HER-2 presentes en la membrana celular (Thor et al., 2000).

El andlisis de nuestros resultados demostré que la presencia de HER-2

fosforilado fue mayor en las muestras que mostraron asimismo activaciéon de MAPK.

HER-2

En efecto, ambas formas del receptor HER-2, p185 y p95HER'2, fosforiladas se
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detectaron con mayor frecuencia en los tumores primarios de mama que presentaron

fosforilacion de MAPK de forma simultanea.

La frecuencia de expresion de la forma completa del receptor plSSHER'2

fosforilada se increment6 de forma paralela con los niveles de activacion de la proteina
MAPK. En este sentido, se observé que plSSHER'2 fosforilado se detectd en el 93.5% de
las muestras con moderados niveles de activacién de la proteina quinasa y en el 91.3%
de las muestras en las que la activacién de MAPK fue elevada. Estos resultados indican
que plSSHER'2 fosforilado fue significativamente mds frecuente en las muestras en las
que se detectaron unos moderados o elevados niveles de activacion de MAPK al
compararlos con aquellas muestras en las que los niveles de activaciéon de la misma

fueron bajos o indetectables (P < 0.00001).

En general, observamos que todas las muestras en las que previamente

habiamos detectado sobreexpresiéon de plSSHER'2

presentaron asimismo actividad
MAPK. Al mismo tiempo, pudimos apreciar que esta sobreexpresion fue
significativamente mds frecuente en el grupo de muestras que presentaron los mayores
niveles de activaciéon de MAPK (52.2%), comparado con aquellas muestras en las que

los niveles de activacién de la serina/treonina quinasa fueron moderados (19.6%), o

bajos (14.6%) (P < 0.004).

Estos datos sugieren una estrecha relacién entre la activaciéon de la forma
completa del receptor HER-2 y la de MAPK, in vivo, en cincer de mama lo que

concuerda con los resultados obtenidos por otros autores (Ben-Levy et al., 1994).

En cambio, la expresién de la forma truncada p95™"™*? fosforilada no vari6 de
manera notable en funcién del grado de activacién de MAPK. En este sentido, p95HER'2
fosforilado se presenté con una frecuencia similar en todos los grupos de pacientes
cuyas muestras expresaron MAPK activada, independientemente de los niveles de la

misma (P> 0.1).
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Algunos estudios recientes demostraron la participacion del factor de
crecimiento heregulina en la proliferacion celular mediada por la activacion de la via de
sefalizacion Ras-Raf-MAPK en céncer de mama (Aguilar et al., 1999). En la primera
parte de nuestro andlisis demostramos la existencia de una relacidn significativa entre
los niveles de expresion del factor de crecimiento heregulina y la activacién de la forma

HER-2 .
. Por este motivo, en esta fase de nuestro

completa del receptor HER-2, p185
estudio analizamos la participacion del factor de crecimiento heregulina en la

activacién de MAPK mediada por ambas formas del receptor HER-2 fosforiladas.

Para ello, en primer término clasificamos en dos categorias las muestras de
céncer de mama en funcién de la expresion de la glicoproteina y analizamos, en estos
dos grupos de muestras, la relacién entre la activacién de p185™°"? y la de MAPK.
Nuestros resultados demostraron que el 87.8% de las muestras de cdncer de mama que
expresaron heregulina presentaron asimismo y de forma simultdnea la forma activa de
plSSHER'2 y activacién de MAPK (P = 0.014). En cambio, en el grupo de muestras que
no expresaron heregulina la activacién de la forma completa del receptor HER-2 no se
correlacioné con la de MAPK (P > 0.1). Por tanto, nuestros datos indican que la
expresion de la forma completa del receptor HER-2, p185™°%, fosforilada se asocia con
la activacion de MAPK tinicamente en aquellas muestras en las que se detectd la
presencia del factor de crecimiento heregulina. Ello sugiere la implicacion de la
heregulina en los mecanismos que conducen a la activacién del receptor HER-2 y la

consiguiente activacién de la via MAPK

Por otra parte, en la primera parte de este estudio describimos una relacién

HER-2 y el

estadisticamente significativa entre la activacién de la forma truncada p95
grado de afectacidon ganglionar. De forma paralela hemos observado que en el grupo de
muestras analizadas en nuestro estudio la expresién de p95™ "7 fosforilado fue

significativamente més frecuente en las muestras que mostraron activacion de MAPK.

Por este motivo, y dada la importancia de estos factores en cdncer de mama, procedimos
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HER-2

al andlisis de la posible relacién entre la activacién de p95 y la proteina MAPK con

el grado de afectacion ganglionar.

A este respecto, nuestros datos demostraron que en el grupo de muestras
analizadas en nuestro estudio la expresion simultinea de p95HER'2 fosforilado y de
MAPK activada se asocié con un mayor grado de afectacién ganglionar. En este
sentido, observamos que el 61.2% de las muestras que presentaron activacion
simultanea de MAPK y p95™°"? pertenecian a pacientes con cuatro o mds ganglios
afectados, mientras que la activacién de ambas proteinas estuvo presente tinicamente en
el 29.0% de las muestras tumorales procedentes de pacientes con uno a tres ganglios
metastatizados o de aquellas sin afectacion ganglionar. Estos datos indican que la

HER-2 y de la proteina MAPK se correlacioné directamente con el

activacion de p95
grado de afectacion ganglionar de las pacientes (P = (0.026). Nuestros resultados
también nos permitieron establecer que en el grupo de pacientes en las que se detectd
activacion de MAPK el grado de afectacién ganglionar no se vié condicionado por el

estado de activacion de plSSHER'2 (P>0.1).

Por tanto, segtin nuestros resultados experimentales aunque la expresion de las
formas completa y truncada de HER-2 fosforiladas se presenta con una frecuencia
significativamente mayor en aquellas muestras que expresan MAPK activada,
Unicamente la expresion simultdnea de la forma truncada p95HER'2 y MAPK fosforiladas
se asocia con el grado de afectacion ganglionar. Estos datos concuerdan con los de otros
autores que demuestran la existencia de una asociacion entre la expresion de MAPK
activada y la presencia de metéstasis ganglionares siendo, por otra parte, la expresion de
la quinasa mayor en las metdstasis ganglionares que en los propios tumores primarios
(Adeyinka et al., 2002). Estos datos sugieren que la activacién conjunta de p95HER'2 y
MAPK podria ser un marcador de la existencia de metastasis ganglionares y podria, de
esta forma caracterizar un grupo de pacientes de cdncer de mama con mayores

probabilidades de sufrir progresion de la enfermedad y, por tanto, con una significativa

peor evolucién de la misma.
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Tras estudiar la relacién de la via de transduccién de seiial Ras-Raf-MAPK con
el desarrollo de metéstasis loco-regionales, se estudid la relacién existente entre la
expresion de las formas completa y truncada de HER-2 fosforiladas y la activacion de

MAPK con otros factores clinicos considerados de interés en cancer de mama.

Asi, nuestros resultados no demostraron una relacién estadisticamente
significativa entre la activacion de MAPK y de plSSHER'2 fosforilado con la expresion
de receptores de estrogenos o progesterona, asi como tampoco mostré estar
condicionando por la edad de aparicién del tumor, ni se relaciond con el estado
menopdusico de las pacientes. En relacion con el estadio de la enfermedad, el tamafio
tumoral y el tipo histoldgico del tumor, observamos que la expresiéon simultidnea de la
forma completa del receptor HER-2 fosforilada y de MAPK activada no se relaciond

con estos factores (P > 0.1).

Sin embargo, es interesante destacar que el andlisis de nuestros resultados
demostr6 que la expresion simultdnea de MAPK activada y de la forma truncada
p95HER'2 fosforilada fue significativamente mas frecuente en las muestras de cancer de
mama procedentes de pacientes de estadios mds avanzados de la enfermedad (P =
0.026), comparado con aquellas en estadios iniciales de ésta. Asimismo, nuestros
resultados demostraron que la expresién conjunta de p95HER'2 y MAPK fosforiladas
resultd significativamente mdas frecuente en aquellas muestras tumorales de mayor
tamafio (P = 0.041). De forma similar, la fosforilacién de la forma truncada del receptor
HER-2 y de la serina/treonina quinasa se hall6 con una frecuencia significativamente
mayor en tumores primarios de mama pertenecientes al histotipo ductal infiltrante en
comparacién con los restantes tipos histolégicos analizados (P = 0.037). Estos datos
concuerdan con los presentados por otros autores que establecen una asociacidén
estadisticamente significativa entre la activacion de MAPK y una mayor actividad de
los receptores de factores de crecimiento con el desarrollo y la progresién del cancer de
mama (Adeyinka et al., 2002. Por otra parte, nuestros datos no demostraron la presencia

HER-2

de una correlacién entre la activacion de MAPK y de p95 con la expresién de
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receptores hormonales (receptores de estrégenos y progesterona) (P > (0.1). Tampoco se
hallé una relacién estadisticamente significativa entre la presentacién simultinea de
p95"R2y de MAPK activados en relacién con la edad o el estado menopausico de las

pacientes (P > 0.1).

Por tanto, nuestros resultados sugieren que pese a existir una estrecha relacién
entre la activacion de MAPK y la de ambas formas del receptor HER-2, inicamente la
HER-2

expresion conjunta de la serina/treonina quinasa y la forma truncada p95

fosforiladas contribuiria al desarrollo de un fenotipo adverso en cancer de mama.

7. ‘Estudio de la activacion de la via de sefializacion PI3-K/AKt

en cdancer de mama

En el laboratorio la via de transduccion de sefial mejor caracterizada es la constituida
por Ras-Raf-MAPK. Sin embargo, evidencias recientes sugieren que la via de
transduccion de la fosfatidilinositol 3°-OH quinasa (PI3-K)/Akt, activada por estimulos
extracelulares tales como el receptor HER-2, podria ser critica en la génesis del cancer y
ha demostrado jugar un papel fundamental en los procesos de proliferacion y mas

recientemente de apoptosis en modelos tumorales (Cantley et al., 1999).

El clasico mecanismo de activacion de la via de sefializacién PI3-K implica, en
primer lugar, su unién a un residuo de tirosina fosforilado. Estos residuos, pertenecen al
centro catalitico de los receptores de membrana con actividad tirosina quinasa (RTKs)
del tipo de los miembros de la familia HER (Diehl et al., 1998). Esta unién, que tiene
lugar a través de dos dominios SH2 de la subunidad reguladora de PI3-K, p85, origina
un cambio conformacional que, se ha especulado, facilitaria la activaciéon del dominio
catalitico del mismo, p110. Uno de los efectores mas conocidos de PI3-K es Akt, el cual
promueve la supervivencia celular inhibiendo la apoptosis celular. El potencial anti-

apoptético de PI3-K, de su efector Akt y el hecho de que ambos genes fuesen
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inicialmente identificados como oncogenes virales con capacidad transformante, sugiere

que estos genes podrian estar implicados en el desarrollo del cancer.

La actividad de Akt estd regulada por la unién de productos lipidicos de PI3-K a
su dominio de homologia a plecstrina (PH) y por fosforilacién de los residuos Thr-308 y
Ser-473 localizados dentro de su asa de activacién y el extremo C-terminal,
respectivamente. Se han identificado tres isoformas de Akt (Aktl, Akt2, Akt3) que se

expresan con intensidad variable en células de cdncer humano.

Existen varias dianas de Akt que podrian ser responsables de la capacidad de
esta ruta para promover supervivencia celular. Estas dianas incluyen dos componentes
de la maquinaria intrinseca de muerte celular, BAD y la caspasa 9, factores de
transcripcion de la familia “forkhead” y una quinasa, IKK, que regula negativamente el
factor de transcripciéon NF-kf3. Ademads de sus efectos sobre la apoptosis, Akt cataliza la
fosforilaciéon de GS3K, dando lugar a su inhibicién y, en consecuencia, puede contribuir
al acimulo de ciclina D1 y entrada en ciclo celular (Cantley y Neel, 1999). Un indicio
adicional de la importancia de Akt viene demostrado por el uso de inhibidores
especificos de la ruta PI3-K/Akt que inhiben el crecimiento tumoral, elevan los niveles

de p27 e inducen hipofosforilacién de Rb (Busse et al., 2000).

La importancia de Akt en cdncer de mama se sugiere por las siguientes
observaciones: 1) en lineas celulares de cincer de mama se ha demostrado mayor
actividad Akt (Page et al., 2000); 2) PTEN, un gen supresor de tumores que regula
negativamente Akt, suprime el crecimiento de células de cidncer de mama y causa
muerte celular (Weng et al., 1999), y; 3) un estudio piloto en 27 tumores sugiere que la

activacion de Akt3 se asocia a un fenotipo clinico méas agresivo (Nakatani et al., 1999)

De forma paralela se ha observado que HER-2 activa de forma constitutiva la
cascada antiapoptdtica regulada por Akt (Zhou et al., 2000; Neve et al., 2000).
Experimentos in vitro han demostrado que tanto la heregulina como la sobreexpresion

de HER-2 activan de forma potente Akt (Liu et al., 1999). Ademas, datos recientes

242



Discusion

indican que el anticuerpo anti-HER-2 Herceptin inhiben la fosforilacion de Akt en
lineas celulares de cdncer de mama, tales como BT-474, que sobreexpresan Akt

(Albanell y Baselga, comunicacién personal).

Sin embargo, en la actualidad no hay estudios in vivo que determinen la posible
asociacion entre activacion de Akt y HER-2 en cdncer de mama humano, por lo que el
siguiente paso en nuestro estudio fue la caracterizacion de esta asociacion asi como el

HER-2
d

andlisis de la posible relacion entre Akt y las formas completa y truncada p95 el

receptor HER-2 en cdncer de mama.

Para ello, en primer lugar caracterizamos la expresion de las tres isoformas de
Akt y sus niveles de activacion en un panel de muestras de tumores primarios de mama
en las que previamente habifamos determinado los niveles de expresion y activacion de
p1857ER2 v p95HER2 Nuyestros resultados mostraron que las diferentes muestras
tumorales presentaron una amplia variabilidad en los niveles de expresiéon de Aktl,
Akt2 y Akt3. El estudio de la asociacion entre la expresion de las diferentes isoformas
de Akt con los niveles basales y el estado de activacion de la forma completa de HER-2,
p185"ER2 v truncada, p95™""%?, no mostré ninguna relacién estadisticamente

significativa (P > 0.1).

Una serie de estudios recientes demostraron que la sobreexpresion de HER-2
inducia la activacién reversible de MAPK y Akt sin alterar los niveles basales de ambas
proteinas y que la actividad de Akt se vio mermada en células inmunodeplecionadas de
HER-2, resultados que demuestran la existencia de una conexidn entre la expresion de
HER-2 y Akt (Lane et al., 2000; Lenferink et al., 2001). Més recientemente, unos
estudios basados en el uso in vitro de Herceptin, demostraron que este anticuerpo redujo
la actividad de Akt y de forma paralela inhibi6 la proliferacién celular de BT-474, una
linea celular de cancer de mama. Este anticuerpo monoclonal esti dirigido contra la

molécula de HER-2 y se administra a pacientes de cdncer de mama que presentan
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sobreexpresion de HER-2, analizada mediante técnicas inmunohistoquimicas (Yakes et

al., 2002).

Por este motivo, analizamos en nuestras muestras la existencia de una posible
relacidn entre la activacion de HER-2 y la fosforilacién de Akt. Nuestros resultados
demostraron que la expresioén de plSSHER'2 fosforilado se correlacioné con los niveles
de activacién de Akt, de manera que las muestras de cidncer de mama con mayores
niveles de activacidén de Akt presentaron asimismo con mayor frecuencia activacién de
la forma completa del receptor HER-2, p185™°°2, Asi, el 95.5% de las muestras en las
que se detectd sobreexpresion de Akt fosforilado presentaron simultineamente

expresién de p185"F%? fosforilado (P = 0.001).

Asimismo, en nuestro estudio observamos que todas las muestras que
presentaron sobreexpresion de p185"R? fosforilado mostraron simultineamente
activacion de Akt y que el porcentaje de muestras que sobreexpresaron plSSHER'2
fosforilado fue mayor en el grupo de muestras en las que se detectaron altos niveles de

Akt fosforilado (P = 0.001). Estos datos concuerdan con los previamente publicados en

la literatura (Lenferink et al., 2001).

Por otra parte, la expresion de la forma truncada p95"™"? fosforilada fue mds
frecuente en las muestras que presentaron activacion de Akt; sin embargo, la expresion
de la forma truncada de HER-2 fosforilada no se correlacioné con los niveles de

activacion de Akt (P > 0.1).

Como ya comentamos con anterioridad, la presencia de factores de crecimiento
se asocia con la activaciéon de los receptores de membrana con actividad tirosina
quinasa, tales como HER-2, y se traduce en la activacién de las vias de sefalizacion
implicadas en proliferacion celular y diferenciacién celular. Algunos estudios han
demostrado la existencia de una relacion entre la expresion del factor de crecimiento

heregulina con la activacién de la via de sefializacién PI3-K/Akt. Esta activacion altera
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el ciclo celular e inhibe la apoptosis (Daly et al., 1999; Liu et al., 1999; Altiok et al.,
1999).

Como hemos referido previamente, nuestros datos demuestran la existencia de

HER-2

una correlacién entre la fosforilacion de la forma completa de HER-2, p185 ,yel

grado de expresion de la glicoproteina heregulina. Por otra parte, también observamos

HER-2

que la expresién y sobreexpresion de p185 se asocid significativamente con los

niveles de activacién de Akt. Por este motivo, nos propusimos estudiar la relacién
HER-2

existente entre la expresion de heregulina y la activacién de Akt mediada por p185

fosforilado.

En este sentido, nuestros resultados demostraron que la relacién entre la

activacién de p1857°R2

y la activacién de Akt vari6 de forma significativa en funcién
del grado de expresion de heregulina. Asi, observamos que en el grupo de muestras que
presentaron expresion del factor de crecimiento heregulina la activacion de Akt se
asoci6 significativamente con la activacién de la forma completa del receptor HER-2,
plSSHER'2 fosforilado (P = 0.049). Sin embargo, cuando consideramos el grupo de
muestras que no expresaron la glicoproteina observamos que dicha asociacién no se
mantuvo (P > 0.1). Estos datos indican que la activaciéon de Akt mediada por la

HER-2

activacion de pl185 tiene lugar preferentemente en el grupo de muestras que

expresaron heregulina.

Algunos estudios realizados en una serie de carcinomas de mama han
correlacionado la amplificacién génica y sobreexpresion proteica de las diferentes
isoformas de Akt con un aumento de la proliferacion celular y el desarrollo de
metastasis (Yakes et al., 2002). Por esta razén analizamos la relacién existente entre la
activacion de la via de transduccién de sefial PI-3K/Akt, iniciada por la activacién de
HER-2, con el grado de afectacién ganglionar de nuestras pacientes asi como con el

estado de determinadas variables clinicas consideradas de interés en cancer de mama.
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Nuestros resultados previos establecieron una clara relacion entre la expresion y

activacion de la forma truncada de HER-2, p95HER'2

, con el grado de afectacién
ganglionar, lo que nos llevé a estudiar la relacién existente entre la activacién de
p95HER'2 y plSSHER'2 con los niveles de afectacion ganglionar en las muestras en funcién
de la expresion de Akt fosforilado de las mismas. Al analizar nuestros datos observamos
que, en el grupo de muestras en las que detectamos actividad Akt, la expresion de
p95"R2 fosforilado fue significativamente mds frecuente en el grupo de muestras
pertenecientes a pacientes con cuatro o mds ganglios afectados que en aquellos grupos
de pacientes sin afectacion ganglionar o que presentaron de uno a tres ganglios
metastatizados (P = 0.049). Estos datos concuerdan con los de otros autores (Ignatoski
et al., 2000) y sugieren la existencia de una posible accién sinérgica entre la

HER-2

fosforilacion de p95 y la activacion de Akt activado en el desarrollo de metdstasis

ganglionares en cdncer de mama.

En el grupo de muestras en las que se detectd la forma activa de Akt no fue posible
establecer una correlacién significativa entre la presencia de p185"®? fosforilado con el grado
de afectacién ganglionar (P > 0.1). El estudio de la relacién entre la expresiéon de Akt
fosforilado y p185"F** activado con otros factores clinicos tradicionalmente considerados
factores prondsticos en céncer de mama no nos permitié establecer ninguna asociacién

significativa (P > 0.1).

Observamos que, en cambio, la activaciéon simultdnea de Akt y p95HER'2 se

present6 con mayor frecuencia en el grupo de muestras de cancer de mama procedentes
de pacientes en estadios mds avanzados de la enfermedad (P = 0.008). Sin embargo, en
nuestro estudio la activacién de Akt y la forma truncada del receptor HER2 fosforilada
no se asocio con el estado hormonal ni con la edad de las pacientes, asi como tampoco
con la expresion de los receptores de estrégenos o de progesterona (P >0.1). Por otra
parte, el tipo histoldgico del tumor tampoco se relaciond con la activacion simultdnea de

Akty p95™R2 (P> 0.1)

246



Discusion

8. Caracterizacion de la expresion de HER:-2 y su implicacion en
la activacion de las vias de transduccion de sefial mitogena en

cancer de mama de alto riesgo

Los principales factores clinicos tradicionalmente considerados al evaluar el prondstico
de las pacientes de cdncer de mama son el tamafio tumoral, el tipo histoldgico del tumor
y el nivel de afectacion ganglionar. Todos estos pardmetros permiten al especialista
conocer el grado de agresividad de la enfermedad y administrar el tratamiento oportuno
a las pacientes. Sin embargo, el marcador que mejor identifica un mal prondstico en
céncer de mama es la presencia de metdstasis en los ganglios linfaticos (Hynes et al.,

1994).

En efecto, la presencia o no de metdstasis ganglionares en cancer de mama
conforma dos grupos de pacientes claramente diferentes en el aspecto referente al
tratamiento. Ademads, el desarrollo de metastasis, y no la tasa de proliferacion celular del
propio tumor primario, ha demostrado ser la causa més frecuente de muerte debida al
cancer de mama (Carter et al., 1989; Rodenhius et al., 2000; Nieto et al., 2000; Gianni

et al., 2001; Peters et al., 2001).

Recientemente se han identificado una amplia serie de marcadores moleculares
que podrian presentar valor prondstico en cdncer de mama. Probablemente, uno de los
mds prometedores fuese HER-2 ya que se ha observado que la sobreexpresion de este
receptor de membrana desempefia un importante papel en la transformacién maligna y
en el desarrollo del tumor (Di Fiore et al., 1987; Hudziak et al., 1987; Slamon et al.,
1987, 1989). La sobreexpresion de HER-2 fue descrita en primer lugar en un carcinoma
de tipo ductal in situ (Vijver et al., 1988) y con posterioridad otros grupos encontraron
alteraciones de HER-2 en este mismo tipo histolégico tumoral (Allred et al., 1992; Ross
et al., 1998). Se ha observado que aproximadamente el 25% de los tumores de mama de
tipo invasivo presentan amplificacién de HER-2/neu (Slamon et al., 1987; Esteva-

Lorenzo et al., 1998).
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Por otra parte, en estudios recientes se ha descrito que el nimero de alteraciones
gendmicas presentes en el grupo de pacientes de cdncer de mama de alto riesgo fue
significativamente mayor que el hallado en otros grupos de pacientes (Climent et al.,
2002). Asi, se observaron ganancias génicas en las regiones 17q (locus génico del gen
HER-2/neu), 8q, 20q y 16p, asi como pérdidas génicas mapeadas en 9p, 18q y 18p.
Algunas de estas alteraciones se correlacionaron con diversas caracteristicas clinico-
patolégicas. En este sentido, la expresion de receptores de progesterona se asocié de
forma significativa con la pérdida de 8p, mientras que la ganancia de 8q fue
significativamente més frecuente en los tumores procedentes de pacientes de alto riesgo
en estadio III. Estudios previos ya habian descrito la presencia de una asociacién entre
la amplificacion de 8q y la progresion tumoral (Isola et al., 1995; Jain et al., 2001), tanto

en la mayoria de cidnceres de mama como en otros tipos de neoplasias.

Asimismo, se observé en la misma serie de pacientes de cancer de mama de alto
riesgo que el nimero de pérdidas gendmicas se asocié con un mayor riesgo de recaida,
al igual que ocurria en estudios previos llevados a cabo por otros grupos en cancer de
mama (Isola et al., 1995) o en otros tipos de canceres (Knuutila et al., 1999). Este hecho
refuerza la hipétesis que propone que las pérdidas de material gendmico que afectan a

genes supresores podrian desempefar un papel critico en la progresién tumoral.

De la misma manera, en este estudio se describié que las pacientes que
presentaron una ganancia de la region 17q o una pérdida del locus 18p evolucionaron de
forma significativamente diferente tras ser sometidas a altas dosis de quimioterapia
(HDC) y transplante autélogo de células madres (ASCT) (Climent et al., 2002). Por
este motivo, el estudio de la importancia bioldgica y clinica de estas dos regiones

deberia de ser investigada en una serie mas amplia de pacientes.

Para abordar la caracterizacién de las alteraciones de la expresion del receptor
HER-2 en pacientes de cidncer de mama de alto riesgo, en esta parte de nuestro estudio

analizamos el nivel de expresién y activacién de HER-2 y su forma truncada p95™~~
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en un grupo de muestras de cancer de mama procedente de pacientes consideradas de
alto riesgo por presentar diez o mds metdstasis ganglionares. Asimismo,
correlacionamos el nivel de expresién y grado de activacion de HER-2 con otros
factores bioldgicos, estableciendo la posible relacion entre estos tltimos con una serie

de factores clinicos.

Estas pacientes de cancer de mama de alto riesgo pertenecieron a los estadios de
la enfermedad II, IIT o IV. La media de supervivencia libre de enfermedad (SLE) de
estas pacientes se estimd en 76 meses, mientras que la supervivencia global de las
mismas (SG) fue de 95 meses. Los tratamientos empleados antes de la reseccién de la
mama se basaron en el uso de una combinacién de antraciclinas a altas dosis y en un
régimen de acondicionamiento de tipo quimioterdpico previo al transplante autélogo de

células progenitoras (ASCT).

El andlisis de los resultados obtenidos mostré que, al igual que ocurria en las
pacientes incluidas en el estudio general, en este grupo de pacientes la expresion de la

HER-2

forma truncada del receptor HER-2, p95 también se correlacioné con el nivel de

HER-2

expresion de la forma completa del mismo, p185 . Se observd asimismo que la

HER-2 .
, se correlacionaba con los

activacion de la forma truncada del receptor HER-2, p95
niveles de activacion de la forma completa del mismo (P = 0.000), de forma similar a lo

acontecido con el resto de pacientes analizadas.

De la misma forma, observamos que en este grupo de pacientes la activacién de
HER-2 se asoci6 con la activacion de las vias de transduccién de sefial Ras-Raf-MAPK
y PI3-K/Akt. Asi, nuestros resultados demuestran que los niveles de expresion de
plSSHER'2 fosforilado se correlacionaron de forma significativa con el grado de
activacion de MAPK (P = 0.000). La expresion de plSSHER'2 fosforilado fue asimismo
significativamente mayor en el grupo de muestras que presentaron una elevada
activacion de Akt (P = 0.041). Esta misma relaciéon pudo observarse en las pacientes

analizadas en la primera parte de nuestro estudio.
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En efecto, es interesante destacar que de todos los grupos de pacientes de cancer
de mama incluidos en nuestro andlisis, exclusivamente en el grupo de pacientes de alto
riesgo la forma truncada del receptor HER-2, p95"™%? fosforilada se expresé con
mayor frecuencia en las muestras que presentaron asimismo unos elevados niveles de
activacion de MAPK. En este sentido, el 85.7% de las muestras con altos niveles de
MAPK fosforilado presentaron simultineamente p95" <> fosforilado. Por tanto, en

. . « s HER-2
estas pacientes la activacion de p95

se correlaciond significativamente con el grado
de expresién de MAPK fosforilado (P = 0.007), lo que parece sugerir la existencia de
una asociacién entre ambos pardmetros bioldgicos en el desarrollo de metdstasis

ganglionares en cdncer de mama.

Asimismo, un punto importante de nuestro estudio lo constituye el hecho de que
la supervivencia libre de enfermedad de las pacientes de cancer de mama de alto riesgo
cuyas muestras tumorales presentaron expresion de p95HER'2 fosforilado y MAPK
activado simultdneamente fue significativamente menor, con una media de
supervivencia que se estim6 en 47 meses, comparada con aquella de las pacientes que
no presentaron activacion de la forma truncada de HER-2, en cuyo caso la media de
supervivencia se establecié en 67 meses (P < 0.05). Sin embargo, la expresion
simultdnea de la forma completa de HER-2 fosforilada y MAPK no condicioné la
evolucién de este grupo de pacientes, siendo en este caso la media de supervivencia
similar en ambos grupos. Por tanto, nuestros datos indican que, en el grupo de pacientes
de mama de alto riesgo, exclusivamente la asociacion entre la activacién de p95HER'2 y

de MAPK demostré repercutir negativamente en la supervivencia libre de enfermedad

de éstas.

En base a nuestros datos experimentales, en el estudio general habiamos
sugerido que la presencia de la forma truncada del receptor HER-2, p95"tR?
identificaba un grupo de pacientes con significativamente peor prondstico, menor

supervivencia libre de enfermedad (SLE) y supervivencia global (SG). Al analizar los

datos obtenidos del estudio del grupo de pacientes de alto riesgo, observamos que la
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presencia de p95HER'2 fosforilado y la consiguiente activaciéon de la via MAPK
identifica, asimismo, un subgrupo que presenta un mayor riesgo de recaida y muerte por

la enfermedad.

Asimismo, y al igual que ocurria con MAPK, y de forma exclusiva en el grupo
de pacientes de cdncer de mama de alto riesgo, la presencia de p95HER'2 fosforilado fue
significativamente mayor en las muestras que presentaron una mayor actividad de Akt
(P = 0.038), comparada con aquellas en las que los niveles de expresién de Akt
fosforilado fueron menores. Puesto que el criterio de inclusidn de estas pacientes en el
grupo de las consideradas de alto riesgo fue la existencia de mds de diez metdstasis
ganglionares, este dato parece sugerir la existencia de una cooperacién entre la

HER-2

activacion de p95 y Akt en el desarrollo de dichas metéstasis en cdncer de mama.

En la siguiente fase de nuestro estudio, y con el fin de conocer mais
detalladamente la implicacion de las formas completa y truncada de HER-2 en el
desarrollo de las metéstasis ganglionares y en el prondstico de este grupo de pacientes,
procedimos a la comparacién del grado de activacién de ambas formas del receptor
HER-2 entre el grupo de muestras pertenecientes a pacientes carentes de ganglios
metastatizados y el grupo de muestras procedentes de pacientes con mas de diez

ganglios metastatizados, consideradas de alto riesgo.

En este sentido, observamos que la expresion de plSSHER'2 fosforilado fue
similar en las muestras pertenecientes a pacientes carentes de afectaciéon ganglionar
comparadas con el grupo de pacientes con un elevado grado de afectacion ganglionar (P
>0.1). En cambio, la expresién de p95"=*? fosforilado fue significativamente mayor en
las pacientes con mds de diez ganglios afectados que en aquellas pacientes en las que no

se detectaron ganglios metastatizados (P = 0.020).
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1.

La forma completa del receptor de membrana HER-2, plSSHER'2

, se expreso con
una frecuencia del 71.8% de los casos de cancer de mama analizados en nuestro
estudio, hallandose sobreexpresada en el 22.3% de los mismos. La forma
truncada de HER-2 obtenida mediante un mecanismo de corte proteolitico,

HER-2
5

p9 , se presentd en el 26.7% de las muestras analizadas. Asimismo, se

detect6 una asociacioén significativa entre la expresion de la forma truncada

HER-2
5

P9 y elevados niveles de expresion de la forma completa del receptor

HER-2, p185™R2,

La forma truncada p95HER'2

mostré una estrecha correlacion con el grado de

- . . . HER-2 ST .
afectacion ganglionar. Asi, la expresion de p95 fue significativamente mas
frecuente en los tumores de mama procedentes de pacientes con un nimero mas
elevado de metastasis ganglionares, siendo su expresion mayor en dichas
metdstasis que en los tumores primarios de mama. Estos datos indican que

HER-2 . .
5 podria poseer un importante papel como causa del desarrollo o como

P9
marcador de metastasis loco-regionales, el principal factor prondstico de mala
evolucién del ciancer de mama. En cambio, la sobreexpresion de la forma

completa del receptor, plSSHER'Z, fue similar en ambos tipos de muestras

tisulares.

La sobreexpresion de p95HER'2

se asocié con bajos niveles de expresion de

receptores de estrogenos y progesterona, mientras que la sobreexpresion de la
HER-2 S . .

forma completa, p185 , se correlaciond con bajos niveles de receptores de

progesterona.

s HER-2 L o

La sobreexpresion de p95 se correlacioné de forma estadisticamente

significativa con una peor evoluciéon de la enfermedad. Las pacientes cuyos
HER-2 . T

tumores sobreexpresaron p95 presentaron una menor supervivencia libre de

enfermedad (SLE) (39 meses) comparadas con aquellas con bajos niveles de

255



Conclusiones

expresion de la misma (139 meses). Por otra parte, tinicamente el 36.6% de las

pacientes que presentaron elevados niveles de p95HER'2

permanecieron libres de
enfermedad transcurridos 5 afios desde el diagndstico y tratamiento médico-

quirtrgico.

En nuestro estudio, el andlisis multivariado mostré que el grado de afectacién
ganglionar, el estadio de la enfermedad y la expresiéon de receptores de
estrogenos fueron factores con valor prondstico en cancer de mama. La forma

truncada p95HER'2

, cuya expresion también se ha detectado en pacientes sin
metastasis ganglionares, mostr6 ser un factor con valor prondstico de la
supervivencia y su presencia en el tumor podria servir para identificar el
subgrupo de pacientes con mayores probabilidades de recaida y que podrian, por
tanto, beneficiarse de una terapia sistémica adyuvante. Por otra parte, en nuestro

HER-2
5

analisis p18 no mostré ser un factor prondstico en cancer de mama.

La expresion de la forma truncada del receptor HER-2 en cdncer de mama,
HER-2 . . . . .

p100 , obtenida mediante un mecanismo de procesamiento alternativo del

RNAm, se asocié significativamente con la presencia de la forma completa
HER-2 L HER-2 . .

p185 . Asimismo, p100 se presentd con mayor frecuencia en las

muestras tumorales pertenecientes a pacientes sin afectacion ganglionar, asi

como en aquellas en estadio I de la enfermedad. Este hecho sugiere que la

HER-2
0

presencia de p10 en los tumores primarios de mama se asocia a formas

menos agresivas de la enfermedad.

El factor de crecimiento heregulina se detecté con mayor frecuencia en las
. HER-2 .
muestras de cdncer de mama que sobreexpresaron pl185 y la forma activa
del mismo. Este hecho confirma la participacion de este factor de crecimiento en
la activacion de la forma completa del receptor de membrana HER-2 en cancer

de mama. En cambio, no se establecié una asociacion significativa entre la
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10.

presencia de heregulina y la expresion y/o activaciéon de la forma truncada

HER-2 . .
p95 en los tumores analizados en nuestro estudio.

La activaciéon de p95HER'2

fue mdas frecuente en las muestras que
. . HER-2 . C
sobreexpresaron simultdneamente p185 fosforilado y se correlacioné con un
mayor grado de afectacién ganglionar, con los estadios mds avanzados de la
e e . HER-2
enfermedad y con el histotipo ductal infiltrante. La expresiéon de p95
fosforilado fue 1.6 veces mas frecuente en las muestras de pacientes de cancer
de mama de alto riesgo que en las de pacientes sin afectacién ganglionar. Por

otra parte, la expresion de plSSHER'2 fosforilado fue similar en ambos grupos de

pacientes.

SHER2 'y truncada, p95ER2, fosforiladas

La expresion de la forma completa, p18
se asocié significativamente con la activacion de MAPK. La activacion de
p95HER'2 y MAPK se correlacion6 significativamente con un mayor grado de
afectaciéon ganglionar. Estos datos sugieren que la activacién conjunta de
p95HER'2 y MAPK en el tumor podria ser un marcador de la existencia de
metastasis ganglionares y caracterizar un grupo de pacientes de cincer de mama
con mayores probabilidades de sufrir formas mas agresivas de la enfermedad.
Por otra parte, en el grupo de pacientes de cancer de mama de alto riesgo

. g g HER-2 .
exclusivamente la asociacién entre la activacion de p95 y MAPK demostré

repercutir negativamente en la SLE de estas pacientes.

., HER-2 . e, e e .
La sobreexpresion de p185 fosforilado se asocié significativamente con

HER-2
5

elevados niveles de activacién de Akt. Por otra parte, la activacién de p9 y

Akt se asoci6 de forma significativa con un mayor grado de afectacién

ganglionar. Este dato sugiere que aquellos tumores con un mayor potencial

HER-2
5

metastisico podrian presentar una cooperacion entre la activacién de p9 y

AKkt.
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