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Resumen

La activacion del factor de transcripcion NF-kB juega un papel importante en el
proceso de la oncogénesis. El propdsito del presente estudio fue determinar si
NF-kB se encuentra activado en cancer de mama e identificar la correlacion de
su actividad con las caracteristicas clinico-patologicas del tumor. Ademas, se
analizaron aquellos genes cuya expresion esta regulada por NF-kB en tejido
tumoral, tejido adyacente al tumor y tejido normal procedente de reducciones
mamarias. Finalmente se estudio si NF-kB o alguno de sus genes diana podria
tener un papel en el tratamiento del cancer de mama.

Para el estudio de la activacion de NF-kB se utilizaron muestras de tejido
congelado procedentes de cirugia que fueron incluidas en OCT (compuesto
para la temperatura Optima de corte) y a las que se les realiz6 un andlisis
histopatolégico para comprobar la calidad. De las 450 muestras que
analizamos, seleccionamos 148 muestras de carcinoma mamario y 16 de tejido
adyacente no tumoral. Se obtuvieron los extractos proteicos de todas ellas y la
determinacion de la activacion de las cinco subunidades de NF-kB se realizo
mediante ELISA y se validé mediante western blot. Para la determinacion de la
expresion génica utilizamos tejido parafinado. Se extrajo el ARN y se realizé la
transcripcion inversa. La calidad de la muestra se determind mediante el kit
comercial “RT? RNA QC PCR array”. El perfil génico se realizd con “RT? Profiler
PCR Array Human NF-kB Signaling Targets”. La sensibilidad al tratamiento con
el farmaco quimioterapico doxorubicina se realizé con las lineas celulares
derivadas de carcinoma mamario MCF7, MDAMB231, MDAMB468, SKBR3 y
BT474. La activacion de NF-kB inducida por la doxorubicina se evalu6 dichas
lineas celulares, realizandose también la comparacién de la expresion génica
antes y después del tratamiento.

Se observé que las subunidades de NF-kB p65, p50, p52 y relB se encuentran
activadas de forma significativa en tejido tumoral frente a tejido no tumoral,
siendo el valor-p < 0,005 en todos los casos. Ademas, en carcinoma ductal
invasivo la activacion de relB estaba asociada al tamafio tumoral (p=0,004), la
invasion de tejidos adyacentes (p=0,01) y afectacién ganglionar (p= 0,003)
mientras que el aumento de la activacion de la subunidad p65 estaba asociado
a invasion linfatica (p=0,033). Asimismo los niveles de activacién de p52 y c-rel
fueron mas altos en carcinoma ductal invasivo que en carcinoma ductal in situ

con valores-p de 0,008 y p=0,019 respectivamente. Por otra parte, valores de
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activacion altos para p52 y relB en tumores positivos para receptores de
estrogenos estuvieron significativamente asociados a recidiva tras el
tratamiento. Respecto al analisis de expresion de genes diana de NF-kB,
encontramos diferencias significativas entre la expresion de tejido
normal/adyacente y tumoral en los genes CXCL10, CXCL9, MMP9 y LTA cuya
expresion fue mayor en tejido tumoral y MYC, EGFR y MAP2k6 cuya expresion
disminuia. También observamos que la expresion de MMP9, CXCL9 y MYC en
tejido adyacente al tumor estaba aumentada respecto a tejido normal.

En lineas celulares observamos que el tratamiento con doxorubicina producia
la activacion de NF-kB y de la expresion de genes asociados a actividades
quimocina y citocina, sefializacion intercelular y respuesta inflamatoria mientras
que la expresion de genes relacionados con actividades anti-apoptéticas y
transduccion de sefiales estaba disminuida.

Estos datos indican que NF-kB estad constitutivamente activado en cancer de
mama y sugiere que la actividad de NF-kB est4 asociada con la progresion
tumoral y la supervivencia libre de enfermedad. Por otro lado, algunos genes
asociados a NF-kB con expresion diferente entre tejido tumoral y normal
podrian actuar como dianas terapeuticas potenciales en cancer de mama ya
que su expresion se modifica tras el tratamiento con doxorubicina. Finalmente
se sugiere gue el microambiente tumoral podria tener un papel destacado en la

progresion del cancer y la resistencia a farmacos.
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Abstract

Activation of transcription factor NF-kB has been shown to play a role in
oncogenesis. The purpose of the study was to determine whether NF-kB is
activated in breast tumour carcinoma tissues and to identify any correlation
between its activity and the clinical-pathological features of tumours. Besides
we analyse genes whose expression is regulated by NF-kB in tumoral tissue,
adjacent tumoral tissue and normal breast tissue. Finally we studied if NF-KB or
its target genes could have a role in the treatment of breast cancer.

For the study of activation of NF-kB we used frozen breast tissues from surgery.
For quality control the frozen tissues were included in optimal cutting
temperature compound (OCT) and a histopathological analysis was performed.
Of them, we select 148 human breast carcinoma tissues and 16 adjacent non-
tumour tissues. Nuclear protein extracts were obtained and NF-kB activation
was determined by ELISA analysis and data were validated by western blot. To
determine gene expression we used paraffin-embedded breast cancer tissues.
The RNA was extracted and reverse transcription performed. The quality of
samples was determined with RT?> RNA QC PCR array. The RNA profile was
identified with RT? Profiler PCR Array Human NF-kB Signaling Targets.
Sensibility to doxorubicin was tested in MCF7, MDAMB231, MDAMBA468,
SKBR3 and BT474 breast cancer-derived cell lines. Doxorubicin-induced NF-kB
activation was assessed in cells lines and a comparison between gene
expression before and after the treatment with doxorubicin was performed.
NF-kB study showed that p65, p50, p52 and relB subunits activation was
significantly higher in breast tumours than in normal adjacent tissues (p<0.005
in all cases). In invasive ductal carcinoma (IDC) relB activation was related to
tumor size (p=0.004), invasion of adjacent tissues (p=0.01) and lymph nodes
invasion (p= 0.003) and p65 increased levels were associated with lymph nodes
invasion (p=0.033). p52 and c-rel levels were higher in invasive ductal
carcinoma (IDC) than in ductal carcinoma in situ (DCIS) with p=0.008 and
p=0.019 respectively. Higher p52 and relB activation levels in oestrogen
receptor-positive tumour tissues were significantly related to patients relapse.
On the other hand we detect significant differences in the expression between
normal/adjacent and tumoral tissues in genes CXCL10, CXCL9, MMP9 and LTA
whose levels were higher in tumoral tissue and MYC, EGFR and MAP2k6
whose levels were lower. We also found that MYC, CXCL9 and MMP9
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expression was higher in adjacent tissue than normal tissue, pointing the
importance of microenvironment in cancer. In cell lines we found that
doxorubicin treatment enhanced NF-kB activation and expression of genes
related to chemokine and cytokine activities, cell-cell signalling and
inflammatory response whereas gene expression associated with anti-apoptosis
activity and signal transduction was decreased.

These data indicate NF-kB is constitutively activated in human breast
carcinoma tissues and suggest NF-kB activity is related to tumour progression
and disease-free patient survival. On the other hand, some genes related to NF-
KB with differential expression between tumor and normal tissue could be a
potential target in breast cancer as its expression is modified by doxorubicin.
Finally our data suggest microenvironment could have a role in cancer

progression and drugs’ resistance.
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Clave de abreviaturas

ACTB Actina beta

ADM Adrenomedulina

ADN Acido desoxirribonucleico

AGT Angiotensinégeno

AKT1 Homologo del oncogen murino de V-akt de timoma viral
ALDH1 Aldehido deshidrogenasa 1

ALDH3A2 Aldehido deshidrogenasa 3 miembro A2
APS Persulfato de amonio

ARN Acido ribonucleico

B2M Microglobulina 2 beta

BCL-2 Linfoma 2 de células beta

BCL2A1 Proteina A1 asociada a BCL2

BCL2L1 BCL2-like 1

BCL-3 Linfoma 3 de células beta

BCR-ABL Translocacion Filadelfia.

BIRC2 Baculoviral IAP repeticion 2

BIRC3 Baculoviral IAP repeticion 3

BRCA1 Cancer de mama 1

BRCA2 Cancer de mama 2

BSA Albumina de suero bovino

C3 Componentente complemento 3

CCL11 Ligando 11 de quimocina (motivo C-C)
CCL2 Ligando 2 de quimocina (motivo C-C)
CCL22 Ligando 22 de quimocina (motivo C-C)
CCL5 Ligando 5 de quimocina (motivo C-C)
CCND1 Ciclina D1

CCR5 Receptor 5 de la quimocina (motivo C-C)
CD40 Receptor de la superfamilia de TNF miembro 5
CD44 Molécula CD44

CD49f Integrina alfa 6

CD69 Molécula CD69

CD80 Molécula CD80

CD83 Molécula CD83

CDI Carcinoma ductal infiltrante
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CDKN1A
CDKN2A
cDNA
CFB
CK14
CK17
CK5/6
CK8/18
CLI

CMF
c-rel
CSF1
CSF2
CSF2RB

CSF3
CXCL1

CXCL10
CXCL2
CXCL9
DEPC
DMSO
DTT
EDTA
EGF
EGFR
EGR2
ELISA
ERBB2
F3

F8
FAS
FASLG

Inhibidor cinasa dependiente de ciclinas 1A (p21, Cip1)
Inhibidor cinasa dependiente de ciclinas 2A

ADN ciclico

Factor complemento B

Citoqueratina 14

Citoqueratina 17

Citoqueratina 5/6

Citoqueratina 8/18

Carcinoma lobulillar infiltrante
Ciclofosfamida-metotrexano-fluoracil

Homologo del oncogen viral de la reticuloendoteliosis v-rel
Factor estimulador de colonias 1 (Macréfago)

Factor estimulador de colonias 2 (granulocitos-macréfagos)
Receptor del factor estimulador de colonias 2, beta, baja afinidad (granulocitos-
macroéfagos)

Factor estimulador de colonias 3 (granulocitos)

Ligando 1 de la quimocina (motivo C-X-C) (Actividad estimuladora del
crecimiento de melanoma alfa)

Ligando 10 de la quimocina (motivo C-X-C)

Ligando 2 de la quimocina (motivo C-X-C)

Ligando 9 de la quimocina (motivo C-X-C)
Dietilpirocarbonato

Dimetil sulfoxido

Ditiotreitol

Acido etilenodiaminotetraacético

Factor de crecimiento de la epidermis

Receptor del factor epidérmico de crecimiento

Gen de respuesta al crecimiento temprano 2

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

HER2/neu

Factor de coagulacion IIl (tromboplastina, factor tisular)
Factor de coagulacion VIII, componente pro-coagulante
Receptor de la superfamilia TNF, miembro 6

Ligando Fas (superfamilia TNF, miembro 6)



FGFR2
GADD45B
GAPDH
GATA3
GCl
gDNA
GRB7
HEPES
HER1
HER2/neu
HGDC
HGF
HL
HPRT1
HRAS
ICAM1
IFNB1
IFNG
IkB
IKBa
IKK
IKKb
IKKa
IKKy NEMO
IL12B
IL15
IL1A
IL1B
IL1R2
IL1RN
IL2
IL2RA
IL4

IL6
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Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2
Paro del crecimiento inducible por dafio a ADN, beta
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

Factor de transcripcion GATA3

Grupo de carcinomas infiltrantes

ADN gendmico

Proteina de union al factor de crecimiento 7
Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfénico
Receptor 1 del factor de crecimiento epidermal
Receptor 2 del factor de crecimiento epidermal
Contaminacion de ADN gendmico

Factor de crecimiento hepatico

Hormona luteizante

Hipoxantina fosforibosiltransferasa 1

TP21

Molécula de adhesion intercelular 1

Interferon beta 1, fibroblastos

Interferon, gamma

Inhibidor de kB

NFKBIA

Cinasas de los inhibidores de NF-kB

Cinasa del inhibidor de NF-kB subunidad beta
Cinasa del inhibidor de NF-kB subunidad alfa
Cinasa del inhibidor de NF-kB subunidad gamma
Interleuquina 12B

Interleuquina 15

Interleuquina 1 alfa

Interleuquina 1 beta

Receptor de la interleuquina 1, tipo |l
Antagonista del receptor de la interleuquina 1
Interleuquina 2

Receptro de la interleuquina 2, alfa
Interleuquina 4

Interleuquina 6
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IL8 Interleuquina 8

INS Insulina

IRF1 Factor regulador del interferén 1

Ki67 Antigen Ki67

LHRH Agonistas de hormonas liberadoras de hormonas luteinizantes

LTA Linfotoxina alfa (superfamilia TNF, miembro 1)

LTB Linfotoxina beta (superfamilia TNF, miembro 3)

MAP2K6 Proteina cinasa-cinasa activada por mitbgenos 6

MMP9 Metaloproteinasa 9

MTT Bromuro 3-(4,5-Dimethiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio

MYC Homologo del oncogén viral aviar de mielocitomatosis V-myc

MYD88 Gen de respuesta primaria a la diferenciacion mieloide 88

NaCl Cloruro de sodio

NCOA3 Receptor nuclear coactivador 3

NEMO Modulador esencial de NF-kB

NF-kB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NF-kB1 Factor nuclear kappaB1(p50, p50/105)

NF-kB2 Factor nuclear kappaB2 (p52, p52/100)

NFKBIA Inhibidor alfa de NF-kB (IKBa)

NGF Factor de crecimiento nervioso

NIK Dominio inductor de NF-kB

NQO1 NAD(P)H deshidrogenasa, quinona 1

NR4A2 Subfamilia del receptor nuclear 4, grupo A, miembro 2

OCl Otros carcinomas incasivos

OCT Compuesto para la temperatura dptima de corte

p50 NF-kB1 o p50/105

p52 NF-kB2 o p52/100

p65 REL A

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PDGFB Polipéptido beta del factro de crecimiento derivado de plaquetas

PEST Dominio prolina acido glutamico, serina y treonina

P-FEC Paclitaxel 5-FU/epirubicina/ciclofosfamida

PLAU Activador de plasminogen, urocinasa
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RE
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RELB
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RPS3
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SDS
SDS-PAGE
SELE
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SOD2
SR-kBa
STAT1
STAT3

STAT5B
TAT

TBE

TBS

TBS-T

TE

TEMED

N

TNF
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Homologo de la fosfatase y la tensina.
Prostaglandina-endoperoxido sintasa 2

Familia oncogénica RAS

Retinoblastoma 1

Receptores de estrogenos

Homologo del oncogén V-rel de la reticuloendoteliosis viral
Homologo del oncogén V-rel de la reticuloendoteliosis viral A (p65)
Homologo del oncogén V-rel de la reticuloendoteliosis viral B
Numero de integridad del ARN

Receptores de progesterona

Proteina ribosomal grande PO

Proteina ribosomal S3

Suero bovino fetal

Dodecil sulfato sédico

Electroforesis en geles de acrilamida-SDS

Selectina E

Selectina P (antigeno CD62)

Modulador selectivo de los receptores de estrogenos
Proteina sinaptosomal-asociada, 25kDa

Superdxido dismutasa 2, mitocondrial

Super-represor IkBa

Transductor de sefales y activador de la transcripcidn 1, 91kDa
Transductor de sefales y activador de la transcripcidn 3 (factor de respuesta a
fase aguda)

Transductor de sefiales y activador de la transcripcion 5B
Tejido adyacente al tumor

Tampo6n tris-borato

Tampon tris salino

Tampon tris salino con Tween 20

Tampoén tris-acido clorhidrico

Tetrametil-etileno-diamina

Tejido normal

Factor de necrosis tumoral

Superfamilia del receptor de necrosis tumoral, miembro 1B
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TNFSF10
TP21
TP33
TRAF2
1T
TWIST1
VCAM1
WB

XIAP

Superfamilia del factor de necrosis tumoral (ligando), miembro 10
Proteina transformadora p21

Proteina tumoral p53

Factor 2 asociado al receptor de TNF

Tejido tumoral

Proteina 1 Twist-related

Molécula de adhesion vascular y celular 1

Western blot

Inhibidor de la apoptosis ligado a X
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Introduccién

1. Estructura e histologia de la glandula mamaria.

La glandula mamaria consiste en un disco cénico de tejido glandular y grasa.
El tejido glandular esta formado por entre 15y 20 I6bulos unidos por una red de
tubos delgados llamados ductos. Cada I6bulo a su vez se subdivide en I6bulos
mas pequeiios (lobulillos) separados por bandas suspensorias fibrosas
llamadas ligamentos de Cooper, que conectan la piel con la fascia (tejido
conectivo) que cubre los musculos pectorales. Estos lobulillos estan formados a
sSu vez por entre diez y cien acinos o alveolos, cada uno con un conducto
excretor denominado conducto terminal. Los acinos estan estructurados por un
conjunto de células secretoras que producen la secrecion lactea y conforman
una cavidad a la cual vierten dicha secrecion. Estos se encuentran rodeados de
células mioepiteliales y capilares sanguineos que participan activamente en el

proceso de secrecion y eyeccion de la leche (Figura I.1).

Células lobulares Lobulillo

Acinos

Células ductales  Figura |.1: Estructura del
tejido  mamario: 1ébulo,

lobulillos, acinos,

Conaucts conductos galactéforos,

conductos  colectores vy

Conductos galactéforos pezén' rodeados de tejido
conectivo, graso y

Lébulo linfatico. Modificado de

Aréola www.infocancer.org-

Pezén

Lobulillos
Conductos colectores

Tejido conectivo, graso
y linfatico

A lo largo de la vida la glandula mamaria experimenta cambios tanto
estructurales como morfolégicos debidos a los cambios hormonales. El
desarrollo normal de la mama depende directamente de la accién de tres

grupos hormonales: los estrégenos, la somatropina y las hormonas adrenales.

Por otra parte, la progesterona y la prolactina son esenciales para el

desarrollo funcional y la secrecion lactea.



Introduccién

2. Caracteristicas del cancer.

A pesar de la gran variabilidad en los cambios que originan un carcinoma,
actualmente se sabe que todos adquieren unas propiedades comunes.
Hanahan y Weinberg resumieron las caracteristicas comunes del cancer en
seis en el afio 2000 (1) y las ampliaron a diez en el afio 2011 (2) basandose
en nuevos datos (3-5). Estas caracteristicas constituyen un marco légico que
permite entender la diversidad de las enfermedades neoplésicas. Se pueden
resumir en: la capacidad de las células que forman el tumor y de su
microambiente de producir sefales de proliferacibn continuamente, la
capacidad de las células para replicarse de forma mantenida, la resistencia a la
muerte celular, la induccién de la angiogénesis, la activacion de la invasion y la
metéstasis, la desregulacién energética, la capacidad de evitar la destruccion
inmune y como caracteristicas que permiten que estos procesos puedan
ocurrir, la inestabilidad y mutacion del genoma vy la inflamacién promovida por
el tumor (figura 1.2). En todo caso, actualmente se acepta que las células
cancerigenas reclutan y corrompen a otros tipos celulares normales que les

ayudan a llevar a cabo los procesos anteriores (6).

Preduccién de
sefales de
proliferacié

Desregulacion

Figura 1.2. Las caracteristicas comunes del cancer. Modificado de (1, 2)
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3. Cancer de mama. Epidemiologia.

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en mujeres y la primera
causa de mortalidad en mujeres con edades comprendidas entre 35 y 54 afios
(7, 8). Se estima que una de cada ocho mujeres espafiolas desarrollara cancer
de mama a lo largo de su vida. En nuestro pais se diagnostican cada afio mas
de 16.000 casos nuevos, lo que supone 70 pacientes por cada 100.000
habitantes. Tan solo en la Comunidad Valenciana se diagnostican alrededor de

2.000 casos de cancer de mama anuales (9).

Hombres Mujeres
Colorrectal
Prastata

Pulmén

MAMA
Vejiga

Estomago

Linfoma no-Hodgkin
Labios, cavidad oral
Pancreas

Higado

Leucemia

Riiidn

Utero

Melanoma

Cerebro, sistema nervioso
Laringe

Ovario

Mieloma multiple

Tiroides M Incidencia
Esofago 11?5 M Mortalidad
300 200 100 0 1000 200 300

Figura 1.3. Incidencia del cancer en Espafia separada por sexos. Datos del afio 2008. Modificado de
International Agency for Research on Cancer. Organizacion Mundial de la Salud (Globocan 2008).

Afortunadamente, desde hace algunos afos, la tasa de mortalidad en cancer
de mama sigue una tendencia decreciente asociada principalmente a la
deteccion precoz de la enfermedad, asi como a la optimizacion de los

tratamientos. Actualmente en funcién de las caracteristicas clinico-patolégicas

11
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del tumor se pueden utilizar tanto tratamientos locorregionales, como la cirugia
y la radioterapia, combinados o no con tratamiento a nivel sistémico como la

quimioterapia y la hormonoterapia (10, 11).

Actualmente los tratamientos sistémicos adyuvantes a la cirugia son claves
en relacion con la reduccion de la mortalidad asociada al cancer de mama (12,
13). Aun asi, debido principalmente a la gran heterogeneidad existente en este
tipo de tumor respecto a las alteraciones moleculares, la composicion celular y
los factores prondsticos, pacientes con historia clinico-patologica similar
pueden tener una respuesta muy distinta a un mismo tratamiento. Esta
diversidad genera un reto hacia la busqueda de nuevos marcadores que
permitan una clasificacidon clinicamente Util que facilite tanto el prondstico como
la prediccion y que conlleve la posibilidad de un tratamiento individualizado
para cada paciente segln sus caracteristicas moleculares, reduciendo asi la

mortalidad asociada a esta enfermedad (14).

3.1. Tipos de neoplasias mamarias

Mas del 90% de las neoplasias mamarias derivan de los componentes
epiteliales de la mama. Sin embargo, segun las caracteristicas estructurales y

el lugar de origen se puede subdividir en (15):

3.1.1. Cancer de mama no invasivo (in situ).
Las células tumorales permanecen confinadas en la estructura ductal o

lobular. Se subdividen a su vez en:

3.1.1.1. Carcinoma ductal in situ.

Se origina en células de las paredes de los conductos mamarios. Es
un cancer muy localizado que no se ha extendido a otras zonas ni ha
producido metastasis. Se le considera enfermedad “premaligna” y se
puede extirpar facilmente. Representa aproximadamente entre el 10
y el 20% de los casos.

12



Introduccién
3.1.1.2. Carcinoma lobular in situ.

Se origina en las glandulas mamarias (o l6bulos). No se considera
un verdadero cancer ya que en principio es benigno, aunque
aumenta el riesgo de desarrollar cancer en el futuro. Es poco
frecuente, representando entre el 1 y el 5% de los casos

diagnosticados.

3.1.2. Cancer de mama invasivo

Las células cancerigenas son capaces de diseminarse mas alla del tejido
en el cual apareci6 el tumor y crecer en los tejidos sanos adyacentes.

También se puede subdividir en (16):
3.1.2.1. Carcinoma ductal infiltrante o invasivo.

Se inicia en el conducto mamario pero logra atravesarlo y pasa al
tejido adiposo de la mama desde donde puede extenderse a otras
partes del cuerpo. Es el tipo mas frecuente, siendo el diagnosticado

en aproximadamente el 80% de los casos.
3.1.2.2. Carcinoma lobular infiltrante o invasivo.

Representa entre el 10 y el 15 % de los carcinomas diagnosticados.
En general estd compuesto de pequefias células uniformes que
invaden el tejido parenquimatoso estructurandose en una sola fila y
de forma concéntrica alrededor de los ductos. Comienza en las
glandulas mamarias pero se puede extender y destruir otros tejidos
del cuerpo. Suele tener grado tumoral bajo con poca o nada atipia
nuclear y tasa mitGtica baja. Ademas, al no formar
microcalcificaciones, es dificil detectarlo con mamografias o

ultrasonidos (17).
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3.1.3. Carcinoma inflamatorio.

No es un subtipo en si mismo, pero se separa de los grupos anteriores
debido a su agresividad y rapido crecimiento. Es un cancer poco comun, tan
solo representa un 1% del total de los tumores cancerigenos de la mama. El
diagnostico clinico inicial esta caracterizado por la aparicion de edema, eritema
y aumento de temperatura local (conocido como “piel de naranja” ) que puede
llegar a afectar a la totalidad de la glandula mamaria. El diagnostico
histopatolégico confirma la afectacion de los linfaticos dérmicos por las células
tumorales. El blogueo que producen las células cancerosas sobre los vasos
linfaticos es el responsable de dichas caracteristicas clinicas.

Ademas existen otros subtipos minoritarios de tumores mamarios tales como
los mucinosos mucinosos, tubulares , sarcomas 0 el carcinoma medular (18,
19).

4. Factores prondsticos y predictivos en cancer de mama.
Establecer un pronostico y seleccionar el mejor tratamiento para cada
paciente constituye el paso clave para la curacion del cancer de mama.
Mientras los factores prondsticos informan del riesgo de recidiva de la paciente,
los factores predictivos ayudan en la seleccion de la terapia mas efectiva para
reducir este riesgo (20). En el carcinoma de mama se han identificado diversos
factores etiopatolégicos relacionados con un aumento en el riesgo de

desarrollar la enfermedad, entre ellos:

4.1. Factores hereditarios.

Mujeres con familiares de primer grado afectados de cancer de mama
tienen un riesgo tres veces mayor de desarrollar esta enfermedad que la
poblacién general (21). Este riesgo se incrementa si ademas la edad de
desarrollo del cancer fue temprana o la enfermedad fue bilateral (22).
Aproximadamente entre el 5 y el 10% de todos los canceres de mama tienen
componentes hereditarios. Hasta la fecha, se han descrito distintos genes

cuyas mutaciones estan relacionadas con la aparicion de la enfermedad,
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siendo BRCA1 (23) y BRCA2 (24) los mejor estudiados. Estos genes se
encuentran mutados sobre todo en familias con cancer de mama diagnosticado
a edad temprana, aungque su mutacion también se relaciona con pacientes con
enfermedad bilateral o con cancer de mama masculino. Ademas, estas
mutaciones también estan relacionadas con el cancer de ovario. Para una
mujer portadora de mutaciones en el gen BRCA1, el riesgo de padecer cancer
de mama antes de los 70 afos es aproximadamente 65%, mientras que para
una portadora de la mutacion BRCA2 es del 45% (25). Ademéas de las
mutaciones en BRCA1 y BRCA2, también se ha descrito una relacién entre
cancer de mama familiar y mutaciones en otros genes como Tp53 y PTEN (26-

28) ademas de otros genes considerados de baja penetrancia.

4.2. La edad en el diagnostico.

El cAncer de mama es raro en mujeres menores de 35 afios. En general el
riesgo a padecer cancer de mama aumenta a partir de los 45 afios y por tanto
es a partir de esta edad cuando mas se vigila su posible aparicion (29).
Aproximadamente el 95% de mujeres diagnosticadas con cancer de mama lo
son después de cumplir los 40 afios, y un 45% son diagnosticadas mas alla de
los 65 afios (30). La edad clasicamente se ha considerado como factor
pronéstico principalmente por su asociacion con la agresividad tumoral,
estando asociado el diagnéstico a edad temprana con caracteristicas biolégicas
de mayor agresividad.

4.3. El tamafo tumoral.

Clasicamente se considera un factor pronostico, aunque también se ha
sugerido como parametro de control de calidad en los programas de deteccion
precoz mediante mamografia, ya que permite evaluar la capacidad del

radi6logo para detectar carcinomas no palpables (31).
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4.4. La afectacién ganglionar.

Una de las principales vias de diseminacion de las células cancerosas es la
linfatica hacia los ganglios de la axila homolateral. Cuando los ganglios estan
afectados, se considera que la enfermedad tiene peor prondéstico. De hecho,
en ausencia de terapia adyuvante sistémica, la probabilidad de recidiva en 10
afos es aproximadamente un 24% para pacientes sin afectacion ganglionar y
un 76% para pacientes que si presentan ganglios afectados (32-34).

4.5. El grado histologico.

Generalmente se considera como un indicador morfolégico de la agresividad
del tumor (35, 36). Para calcular el grado histolégico de un tumor se tiene en
cuenta factores como la formacion de tabulos, el nUmero de mitosis y si existe
pleomorfismo en el nucleo. Todos estos factores combinados se miden como
grado Bloom-Richardson o como grado Scarff-Bloom-Richardson (37). En
general, se considera de peor pronostico cuanto mas indiferenciadas se

encuentran las células tumorales (38).

4.6. Los receptores hormonales.

Son principalmente los receptores de estrogenos (RE) y de progesterona
(RPG). Ambos receptores hormonales se utilizan como guia a la hora de
suministrar a la paciente terapia hormonal. Clasicamente, se consideran
receptores positivos cuando la concentracion de proteina en el citosol es igual
o0 mayor a 10fmol/mg. La presencia de receptores estrogenicos implica que las
rutas metabdlicas relacionadas con el procesamiento de estrdgenos se han
mantenido activas aunque la célula sea cancerigena, particularmente si
también los receptores de progesterona son positivos, ya que estos receptores
se expresan tras la activacion transcripcional del gen que lo codifica por un
complejo estrogenos-RE funcional. La importancia de los receptores estriba en
gue entre el 50-60% de pacientes con RE positivos en sus células tumorales
responden favorablemente a la terapia hormonal, siendo este porcentaje mayor
en los casos en los que los RE son mas altos o tanto RE como RPG son

positivos (39). Ademas, pacientes RE positivos poseen una supervivencia libre
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de enfermedad mayor tras el tratamiento, una mejor supervivencia global y

también una supervivencia tras recidiva mayor que los RE negativos (32).

4.7. La sobre-expresion del proto-oncogen Her2/neu.

Se define como proto-oncogén a un locus que esta implicado en el
crecimiento celular y proliferacion y cuya forma mutada puede provocar
transformacion neoplasica (40). Dentro de estos proto-oncogenes, el mas
estudiado hasta el momento en relacion con el cancer de mama es ERBB2 (o
Her2/neu), gen que codifica para la proteina HER2/neu (Human Epidermal
growth factor receptor 2). HER2 es un receptor tirosin-cinasa de membrana
celular implicado en rutas de sefales de transduccion reguladoras del
crecimiento y diferenciacion celular (41). Aproximadamente entre el 15-20% de
los canceres de mama tienen una amplificacion del gen Her2/neu o
sobreexpresion de su proteina. El incremento de este receptor se asocia con
mayor recidiva de la enfermedad y peor prondstico, si bien actualmente existen
diversos farmacos anti-HER2 tales como trastuzumab y lapatinib y otros en
estudio como pertuzumab o TDM1 que han mejorado el prondstico en este
subtipo (42).

5. Clasificacion del cancer de mama.

Para categorizar a las pacientes con cancer de mama, determinar su
prondstico y decidir la terapia apropiada se han utilizado tanto factores clinicos
como patolégicos. Mediante técnicas patolégicas se han determinado
principalmente receptores de estrogenos y progesterona, expresion de ki67 y

amplificacion de HER?2.

Considerando estos factores en combinacién con el diagnéstico clinico, se
ha llegado a una clasificaciébn de grupos de riesgo en cancer de mama que Si
bien es de gran utilidad para determinar el pronéstico y el riesgo en grupos de
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pacientes, su funcion esta limitada cuando se aplica a pacientes individuales
debido a que pacientes con caracteristicas similares pueden llegar a tener
respuestas clinicas muy distintas. Debido a esto, en afios recientes se esta
buscando refinar el diagndstico y mejorar las predicciones en el prondstico del
cancer usando nuevas tecnologias que permitan dar una medicacion

individualizada a cada paciente (43, 44).

El problema principal a la hora de dar o no un tratamiento, viene dado por la
gran heterogeneidad que existe en cancer de mama. Hasta ahora, el método
de clasificacién que mejor ha funcionado ha sido el de agrupar a los tumores de
mama de acuerdo con sus patrones de expresion génica (45). Para ello, se
buscaron patrones moleculares que fueran estables y homogéneos, es decir,
que no cambiaran dentro del tumor primario y que ademas las células
metastasicas también los conservaran (46), si bien el algunos casos se ha

encontrado cierta variabilidad entre tumor primario y su metastasis.

Uno de los primeros modelos que se desarrollé se bas6é en el patron de
cinco genes que, ademas de cumplir las caracteristicas anteriores, su
expresion combinada se correspondia con el pronéstico (45, 47, 48). Estos
genes son aquellos que codifican para los receptores de estrogenos, los
receptores de progesterona, HER2, HER1 y citoqueratina 5/6 (49, 50).
Basandose en la expresion de estos cinco genes, se pudo clasificar al cancer
de mama en 5 subtipos. Sin embargo, actualmente parece que el modelo de
expresion que mejor clasifica los distintos subtipos segun su riesgo es el
basado en 6 biomarcadores: receptores de estrégenos, receptores de
progesterona, HER2, Ki67, CK5/6 y EGFR (51-55). Actualmente se clasifica el

cancer de mama en los siguientes subgrupos (tabla I1.1):
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Marcadores IHQ Grado Proliferacion Otros Pron éstico Beneficio QT
marcadores
RE: - GI/I: 7 -12% Alta RB1: bajo/ - Pobre Alto (>40%)
Tipo basal RPG: - GlII: 88 -93% CDKN2A: alta
HER2: - BRCAL: baja/ -
Ki67: alto FGFR2: amp
CK5/6 EGFR: +
"
RE - Gl/II: 62 -23% Intermedia/alta CDH1:baja/ - Intermedio Intermedio
Claudin -low RPG: - GlIl: 38 -77% Claudina: baja/ - (25-40%)
HER2:
Ki67: medio
CK5/6 EGFR: +/-
"
RE: + GI/I: 70 -87% Baja FOXA 1 alto Bueno Bajo (0 -5%)
Luminal A RPG: + GllI: 13 -30%
HER2:
Ki67: bajo
CK5/6 EGFR:
B
RE: +/- GlI/II: 38 -59% Alta FGFR1y ZIC3 Intermedio o Intermedio
Luminal B RPG: +/- Glll: 41 -62% amplificados pobre (10-20%)
HER2:  +/-
Ki67: alto
CK5/6 EGFR:
Sobre - RE: - GI/Il: 11 -45% Alta GRB?7: alto Pobre Intermedio
expresion de RPG: - GlII: 55 -89% (25-40%)
Her2 HER2: + -
Ki67: alto
CK5/6 EGFR: -+
P
RE:  +/- Gl/lI: 37 -80% Baja/intermedia | ...... . Intermedio Bajo (0 -5%)
Normal -like GllI: 20 -63%
HER2: -
Ki67: bajo/medio
| CKSF EGFR A

Tabla 1.1. Clasificacion de los subtipos moleculares de cancer de mama caracterizados por microarrays de
expresién. Gl: grado I, Gll: grado I, GllI: grado I1l. +: positivo, -: negativo. El prondstico se refiere a
tratamiento quimioterapico convencional. Modificada de (55, 56).

5.1. Triple negativo.

Clinicamente, se trata de tumores negativos para receptores de estrégenos,
receptores de progesterona y HER2 y positivos para citoqueratina 5/6. Este tipo
tumoral esta asociado a canceres de grado alto y a mujeres jovenes. Se
considera que tiene mal prondstico ya que no existe un tratamiento especifico
para este subtipo tumoral (51, 57, 58). Actualmente se tiende a subdividir a los
tumores tiples negativos en los tipos basal y claudin-low ya que estos subtipos

tienen un mayor valor prondéstico.

5.1.1. Tipo basal.

En general se consideran negativos para receptores de estrOgenos y
progesterona y para HER2, aunque en un 9% de los casos expresan
receptores hormonales y en un 10% sobreexpresan HER2, a diferencia

de los tumores de mama extrictamente triple negativos. Ademas expresan
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CK5/6, CK14, CK17, vicentina, EGFR y CDKN2A, amplifica FGFR2 y
expresan bajos niveles de RB1 y BRCA1 (55, 59). Suelen presentar alto
grado histoldgico y tener mal prondstico. Aproximadamente entre el 10 y

el 20% de los tumores pertenecen a este grupo (60).

5.1.2. Claudin-Low.

Identificados en 2007 por Perou y col. (61). Se caracteriza por una baja
expresion de los genes relacionados con las uniones estrechas y la
adhesion intercelular, tales como claudina -3,- 4,-7, cingulina, ocludina y
E-cadherina y una elevada expresion de los genes relacionados con la
respuesta inmune y la matriz extracelular/mesenquimales tales como
laminina, integrina alfa 7, vimentina, N-cadherina y TWIST1. Ademas
presentan poca expresion del cluster de genes de proliferacion, lo que
sugiere que son poco proliferativos. Este subgrupo se sitia préoximo al
subtipo basal-like, ya que ambos comparten algunas caracteristicas a
nivel de expresion génica, como son una baja expresion de HER2 y del
grupo de genes luminales (RE, GATA3, CK8/18). Son poco frecuentes,
entre el 12 y el 14% del total de tumores diagnosticados. Generalmente
son carcinomas ductales infiltrantes de alto grado. Las células
neoplasicas de estos tumores recuerdan al fenotipo de las células madre
cancerosas por su minima expresion de marcadores de diferenciacion
epitelial y una elevada expresion de CD44, CD49f y ALDH1.

5.2. Luminal.

Expresan receptores de estrogenos y su patron concuerda con el
componente epitelial luminal de la glandula mamaria (45). También expresan
citoqueratinas luminales y menos del 20% tienen mutacion en p53 (62). Se

subdivide en:
5.2.1. Luminal A.

Alta expresion de genes relacionados con los receptores de estrégenos y

baja expresion de los relacionados con la proliferacion celular comparado
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con luminal B (47, 62). A nivel inmunohistoquimico se caracteriza por la
presencia de RE, RPG, BCL-2 y citoqueratinas CK8/18, y por la ausencia
de sobreexpresion de HER2. Es el tipo tumoral mas frecuente, ya que
aproximadamente entre el 50 y el 60% de los tumores diagnosticados son
de este tipo (47). Su pronostico es mejor que para luminal B.
Generalmente se trata con hormonoterapia y en casos seleccionados

reviben tratamiento con farmacos citotéxicos.

5.2.2. Luminal B.

Grado mayor que el luminal A, aunque puede haber excepciones.
Expresan RE y/o RPG, ademas de EGFR, HER2, ciclina E1 y Ki67. Se
consideran de peor prondéstico que los luminal A (47). Aproximadamente
incluye entre el 10 y el 20% de los tumores diagnosticados. Generalmente

se trata con quimioterapia seguido de hormonoterapia.

5.3. Células tumorales con sobre-expresion de HER2.

Se identifica por microarrays de expresiéon. La diferencia principal con el
HER2 determinado por inmunohistoquimica o por hibridacion in situ por
fluorescencia es que estos Ultimos no muestran cambios en la expresion del
ARN para definir el grupo: puede ocurrir que si se produzca mayor expresion
del gen HER2 pero que no esté amplificado (48, 63). Este grupo incluye
tumores negativos para receptores de estrégenos y genes relacionados que
ademas sobre-expresan otros genes dentro del amplicon ERBB2, como el
GRB7 (45). Este tipo tumoral generalmente tiene mutaciones en p53 y
normalmente son de grado 3 (48, 49). Tiene mal prondstico y alto riesgo de
recidiva (24-26).

5.4. No clasificados o normal-like.

En este grupo se incluyen los tumores que son negativos para los cinco
marcadores: receptores de estrégenos, receptores de progesterona, HER2,

HER1 y citoqueratina 5/6 (46). Son tumores mal caracterizados que expresan

21



Introduccién

genes habitualmente activados en tejido adiposo. Pertenecen a este grupo

entre el 6y el 10% de los tumores diagnosticados.

6. Tratamiento del cancer de mama.

La terapia primaria para cancer de mama generalmente incluye la
extirpacion del tumor ya sea por mastectomia o por tumorectomia seguido o no
de radioterapia (64). Durante ambos tipos de cirugia, se extirpa el ganglio
centinela y en caso de estar afectado por células cnacerigenas se procede a

una linfadenectomia axilar.

Una vez llevada a cabo la cirugia en funcion del tamafo tumoral, la
afectacion ganglinar y el tipo de cirugia realiza a la paciente se adecua el
tratamiento ya sea con radioterapia (65) y/o con terapia adyuvante (66), cuyo
propésito es inhibir la proliferacion celular y acabar con toda célula cancerosa
que se pudiera haber diseminado (67). La terapia adyuvante para el cancer de
mama implica la quimioterapia y/o la terapia hormonal (68) en el caso de que
las células tumorales sean hormonodependientes y/o tratamiento anti-HER2 en

pacientes con sobre-expresion de este proto-oncogén.

Generalmente para decidir el tipo de tratamiento que la paciente va a recibir,
se tienen en cuenta diversos factores relacionados tanto con la propia paciente
como con la enfermedad. En relacion con la paciente se valora: estado
menopausico, edad bioldgica y co-morbilidades. Por otra parte los factores
relacionados con la enfermedad son: el estado hormonal, sobreexpresion de
HER2, presencia de adenopatias, metastasis en el diagndstico e infiltracion

tumoral en otros tejidos (69).
6.1. Terapia segun momento del tratamiento.
6.1.1. Terapia neoadyuvante.

La terapia sistémica neoadyuvante, también conocida como
quimioterapia preoperatoria se realiza previamente a la cirugia. Sus

objetivos principales son aumentar la supervivencia global de la paciente,
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la posibilidad de efectuar cirugia conservadora y/o evaluar la respuesta al
tratamiento (70, 71). Generalmente el tratamiento neoadyuvante es a
base de quimioterapia asociado a trastuzumab en caso de pacientes
porsitivas para HER2, y terapia hormonal en pacientes de edad avanzada
(72).

6.1.2. Terapia adyuvante

Se denomina terapia adyuvante a un tratamiento sistémico dado tras la
cirugia capaz de maximizar el control de los sintomas, prevenir
complicaciones e incrementar la probabilidad de supervivencia
manteniendo la calidad de vida del paciente (73). La terapia adyuvante se
utiliza para eliminar cualquier célula canceriagena que se haya podido
diseminar aunque no se haya detectado ni por imagen ni por tests de
laboratorio (13, 74, 75). Se puede administar tanto a pacientes que hayan
recibido terapia neoadyuvante antes de la cirugia como de novo.
Generalmente pacientes luminal Ay B que han recibido neoadyuvancia se
tratan en adyuvancia con hormonoterapia, mientras que las pacientes
HER2+ con tratamiento neoadyuvante previo reciben tratamiento con
trastuzumab y hormonoterapia si con positivas para receptores. Mujeres
gue no han recibido tratamiento neoadyuvante se tratan en funcion de las

caracteristicas del tumor y de la paciente.

7. Farmacos.

7.1. Terapia con Antraciclinas.

Las antraciclinas son unos de los quimioterapicos mas utlizados en
tratamiento de cancer de mama tanto solos como en combinacién con otros
farmacos (76, 77).
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Las antraciclinas son antibioticos derivados de Streptomyces peucetius var.
cassius usadas para el tratamiento tanto de tumores solidos como
hematoldgicos. Existen distintos tipos de antraciclinas, pero todas ellas
comparten estructuras anulares tetraciclinicas unidas con un azucar mediante

un enlace glucosidico (figura 1.4) (78) .

Figura 1.4. Estructura de una antraciclina
prototipo. Se observa el anillo tetraciclico.

Los mecanismos de accidon no se conocen completamente, aunque para la

mayoria de antraciclinas se consideran que son principalmente (79):

+Inhibicién de la sintesis de ADN y ARN al ser capaz la molécula de
intercalarse entre los pares de bases y unirse covalentemente al ADN
(78, 80) previniendo de esta forma la replicacion de las células

cancerigenas.

¢ Utilizacién de la enzima topoisomerasa Il como diana citotéxica. Las
antraciclinas provocan que la topoisomerasa Il se una covalentemente
a la doble cadena de ADN en divisibn que se genera en su ciclo,
evitando asi que éste continle e induciendo de esta forma

mutagénesis y muerte celular (81).

¢+Aumento en la produccion de especies reactivas del oxigeno

capaces de dafiar al ADN y a las membranas celulares (82).

Las antraciclinas comerciales mas utilizadas en el tratamiento de cancer de

mama son la doxorubicina y la epirrubicina (83).
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7.2. Terapia con taxanos

Los taxanos son farmacos que estabilizan a los microtubulos durante la
division celular evitando asi la proliferacion. Los microtubulos son estructuras
tubulares formadas por la polimerizacion de un dimero de dos proteinas, la alfa
y la beta-tubulina que se encuentran en células eucariotas y que se originan en
los centros organizadores de microtubulos y se extienden a lo largo de todo el
citoplasma. Los microtubulos intervienen en diversos procesos como el
movimiento de organulos y la divisién celular. En el ciclo celular normal, las
células forman microtibulos al comienzo de la divisibn celular y éstos se
rompen al terminar la division. La accion de los taxanos es estabilizar estos
microtubulos e impedir que se rompan normalmente inhibiendo asi la division.

Actualmente existen dos taxanos comercialmente disponibles, el paclitaxel

(Taxol) y el docetaxel (Taxotere) (84).

Tubulinas

Figura 1.5. Representacion esquematica de la accion de los taxanos en microtibulos. Los taxanos
inhiben la despolimerizacidn de los microtubulos inhibiendo asi su divisién.
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7.3. Terapia hormonal

La terapia hormonal consiste en la administracion de farmacos que bloquean

la acciébn de las hormonas que estimulan el crecimiento de las células

cancerosas. Este tipo de terapia reduce la recurrencia del tumor y la mortalidad

tanto en mujeres pre- como post-menopausicas con receptores hormonales

positivos, aunque es inefectiva para pacientes con tumores con receptores

negativos (85). Aproximadamente las paciente con receptores hormonales

positivos son entre el 60-70% del total de las diagnosticadas (86). Existen

distintas clases de farmacos que se emplean en terapia hormonal pero se

poden dividir principalmente en los siguientes grupos:
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7.3.1. Moduladores selectivos de receptores de estrogenos (SERM).

Actian sobre los receptores de estrogenos y su accion varia segun el
tejido (87). Los SERM se pueden subdividir en:

7.3.1.1. Agonistas: son moléculas que se unen al receptor en vez
de la molécula que se uniria de forma natural. Esencialmente
mimetizan la accién de la molécula endbgena, es decir, la que se
produce de forma natural y normalmente tienen igual o mayor

afinidad por el receptor que esta ultima.

7.3.1.2.Agonistas/antagonistas: se comportan como antagonistas
en algunos tejidos y como agonistas en otros. Son reguladores
competitivos. EI mas conocido es el tamoxifeno, que se ha usado
historicamente tanto para tratar a mujeres pre- como post-
menopausicas (88), y aun hoy es el tratamiento mas utilizado en

premenopausicas (86, 89).

7.3.1.3.Antagonista: son moléculas que se unen al receptor
bloqueando la respuesta biolégica y previniendo la activacion (figura
1.6).
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Figura 1.6. Diferencias en la accion de ffiarmacos agonistas y antagonistas. Un farmaco agonista tiene un
sitio activo similar al del ligando enddgeno asi que se une al receptor y la ruta metabdlica se pone en
marcha, mientras que los farmacos que actGan como antagonistas son lo suficientemente parecidos al
ligando enddgeno como para unirse al receptor pero al mismo tiempo suficientemente distintos como para
no producir efecto.

7.3.2. Inhibidores de la aromatasa.

Inhiben a la enzima aromatasa, que es la encargada de la conversion de
los precusores de andrégenos del tejido periférico en estrogenos, que
constituyen la mayor fuente de estrogenos circulantes en mujeres
postmenopausica (figura 1.7) (90). Actualmente estos inhibidores estan
desplazando al tamoxifeno como tratamiento hormonal en mujeres
postmenopausicas (89, 91). Los inhibidores de aromatasa mas conocidos

son: el letrozol, el anastrozol y el exemenestane.

a) b)
Andrégenos Andrégenos
Figura 1.7. Accion de los
Aromatasa o
Aromatasa @=aromatasa inhibidores de aromatasa.

Estrégenos ’

© Jessica Furriol Palmer
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7.3.3. Agonistas de hormonas liberadoras de hormonas
luteinizantes (LHRH).

La hormona luteinizante (HL) es segregada por células de la glandula
pituitaria y estimula a los ovarios para producir y segregar estrégenos.
Los LHRH bloguean la accion de la hormona luteizante y por tanto la

produccion de estrégenos (92, 93).Se utilizan para la ablacion ovérica.

7.3.4. Otros agentes hormonales.

Los androgenos y los agentes progestacionales (hormonas masculinas)
se utilizan para el cancer avanzado de mama sensible a hormonas

cuando otros medicamentos no han sido efectivos (93, 94).
7.4. Trastuzumab.

El tratuzumab es un anticuerpo monoclonal que interfiere con el receptor de
HER2/neu evitando la divisién incontrolada de las células cancerigenas. Los
receptores de HER son proteinas que se encuentran en la membrana celular y
que a través de diferentes sefiales moleculares regulan el crecimiento, la
supervivencia, la adhesion, la migracion y la diferenciacion celular. En
pacientes con HER2 sobre-expresado el tratamiento con trastuzumab aumenta
la supervivencia global. Generalmente, se administra junto a otros tratamientos
(95).

7.5. Otras terapias

A pesar de que los tratamientos quimioterapicos mas usado en cancer de
mama son aquellos basados en antraciclinas, taxanos o combinaciones de
ambos, se ha descrito que en algunos casos se produce resistencia (96). De
hecho, se calcula que aproximadamente el 90%de los fallos en el tratamiento
de cancer de mama metastatico son debidos a la resistencia tanto intrinseca
como adquirida a estos farmacos (97). Debido a esto, actualmente se estan
buscando nuevas dianas terapéuticas para el cancer de mama que permitan el

desarrollo de nuevos farmacos que ayuden a combatir la resistencia tanto a
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taxanos como a antraciclinas. Ademas, los avances en genomica y protedmica
nos acercan al desarrollo de nuevas estrategias para combatir la enfermedad y
a un tratamiento personalizado de los pacientes, teniendo en cuenta tanto su
posible resistencia a farmacos como sus caracteristicas moleculares. Algunos
de los farmacos que se han desarrollado para tratar a pacientes con cancer de
mama resistente (98) o que se utilizan junto a taxanos y antraciclinas se

describen en la tabla 1.2.

Farmaco Accién
Antraciclinas Se intercala entre las pares de bases inhibiendo la sintesis de acidos nucleicos.
Provoca la unién covalente de la topoisomerasa Il con el ADN induciendo mutagénesis
Aumenta ROS provocando dafio al ADN y las membranas celulares.
"
Taxanos Inhibe la despolimeracion de los microttbulos inhibiendo la duplicacion.
"
Trastuzumab Interfiere con el receptor HER2/neu inhibiendo la duplicacion.
1
Capecitabina Analogo de la pirimidina. Bloquea la duplicacion.
"
Ixabepilona Analogo de la epotilona B. Se une a la tubulina estabilizando los microtibulos y parando el ciclo
celular
e
Gemcitabina Anélogo de la citidina. Se une al ADN e inhibe la ADN polimerasa.
"
Fosfamida* Alguilante. Interfiene en la sintesis de &cidos nucleicos y en la division celular.
| |
Flourouracil* Anélogo del uracilo. Inhibidor de la timilidato sintasa. Bloquea la duplicacion.
Metotrexano* Inhibidor de la dihidrofolato reductasa. Inhibe la sintesis de acidos nucleicos y proteinas.

* Generalmente se administran en combinacion.

Tabla 1.2. Resumen de la accién de los distintos tipos de quimioterapia utilizados en cancer de mama.

8. Quimiorresistencia y busqueda de nuevas dianas

terapéuticas en el cancer.

El cancer es una enfermedad muy compleja en la que influyen tanto factores
etiolégicos como la propia biologia molecular de la célula. Generalmente, se

considera que las células cancerosas tienen mecanismos moleculares
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modificados que provocan una salida de los controles de proliferacion y
homeostasis celular (99). Estos mecanismos pueden ser intrinsecos a las
propias células cancerigenas o derivados de sefales que se originan en el
microambiente tumoral. Generalmente, las células cancerigenas en estado
avanzado poseen mecanismos mediante los cuales son capaces de resistir a
las sefiales de inhibicién del crecimiento o de apoptosis mientras que por otra
parte consiguen mayor potencial de duplicacion o incrementan su capacidad de
provocar angiogénesis o metastasis. Estas caracteristicas especiales de las
células tumorales provocan en algunos casos resistencia a los farmacos que se
administran para el tratamiento de la enfermedad ya que éstas son capaces de
evitar los mecanismos de muerte celular inducidos por este tratamiento de
forma que las células cancerigenas contindan proliferando. Es por esto que la
basqueda de nuevas dianas terapéuticas y de nuevos tratamientos
anticancerigenos que eviten la resistencia a los farmacos, también denominada
quimiorresistencia, es actualmente uno de los retos mas importante en la cura
del cancer (100-102).

8.1. Una posible diana terapéutica en cancer: NF-kB.

Una ruta de sefalizacion importante en tumorogénesis es la de la familia de
factores de transcripcion NF-kB cuya activacion constitutiva es un marcador de
varios tipos de canceres (103-106). De hecho, diversos estudios han
demostrado que NF-kB y otros factores regulatorios asociados como las
subunidades IkB quinasas y BCL-3, estan relacionados con diversos canceres
tanto hematolégicos como de tumores solidos (107, 108). Esto no es
sorprendente teniendo en cuenta que esta ruta es capaz de regular la
expresion de genes implicados en procesos como la supervivencia celular, el
crecimiento, la angiogénesis, respuesta inmune, inflamacién y la apoptosis,
todos ellos alterados en cancer ademas de ser inducida por gran cantidad de

factores, desde mitbgenos hasta farmacos.
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Como ejemplo de la posible importancia de NF-kB en el tratamiento del
cancer y sus posibles implicaciones terapéuticas, se ha observado que en
varios canceres hematolégicos tales como el sindrome mielodisplasico, la
leucemia mieloide aguda, la leucemia linfocitica aguda, la leucemia mieloide
cronica, la leucemia linfocitica crénica, linfomas y en multiple mieloma la ruta
de NF-kB se encuentra constitutivamente activa . De hecho, varios farmacos
utilizados para el tratamiento de mieloma multiple, incluyendo los inhibidores
del proteosoma, talidomida, lenalidomina y triGxodo arsénico, bloquean la

activacion de NF-kB.

También en tumores sélidos se ha estudiado la importancia de NF-kB: en
cancer colorrectal se ha observado que la activacion constitutiva de NF-kB
estd asociada con angiogénesis y resistencia al tratamiento, de hecho se ha
probado in vitro que diferentes inhibidores de NF-kB podrian ser Utiles para el
tratamiento (108).

Todos estos datos sugieren gue la inhibicion de NF-kB podria tener un papel
en la muerte celular o la inhibicién del crecimiento del tumor y por tanto podria

ser una posible diana terapéutica en el tratamiento del cancer.

8.2. NF-kB y resistencia a farmacos.

La quimioresistencia es uno de los grandes retos en el tratamiento del
cancer por lo que una de las estrategias mas buscadas actualmente es
incrementar la eficacia de la quimioterapia con nuevos farmacos o combinacion

de estos que puedan reducir la resistencia a los tratamientos.

Una de las posibles diana para nuevos farmacos en estudio actualmente es
la familia de factores de transcripcion NF-kB. La relacion de NF-kB con cancer
radica en su activacion en respuesta a distintos tipos de quimioterapicos tales
como el paclitaxel, la daunomicina y la doxorubicina [113, 114]. A su vez la
activacion de la transcripcion de genes anti-apoptéticos por NF-kB se ha ligado

a la habilidad de los tumores para resistir los efectos citotoxicos de la
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quimioterapia. Consecuentemente con estos datos, la inhibicion de NF-kB en
combinacion con las terapias anticancerigenas podria llevar al tumor a la
inhibiciébn de su crecimiento o incluso a su muerte, si bien debido a la gran
cantidad de genes dependientes de NF-kB que existen, se necesitarian nuevos
estudios que nos proporcionaran una informaciébn mas detallada sobre su

funcionamiento.

8.3. Mecanismos de la activacion aberrante de NF-kB en cancer.

La activacion constitutiva de la familia de factores de transcipcion kB (NF-kB)
se considera que es un marcador en varios tipos de canceres tanto
hematolégicos como de tumores solidos. Una de las formas ya caracterizada
que provoca la activacion constitutiva de NF-kB es la actividad aberrante de
IKK. El mecanismo exacto por el cual las subunidades cinasa se activan aun no
se conoce, pero por ejemplo se ha observado que tanto en el caso de IKKb
como IKKa necesitan que dos de sus residuos serina se fosforilen (109) y que
si estos residuos serina mutan a alanina, no se produce activacion de la cinasa,

mientra que si el cambio es a glutamina, queda activada constitutivante (110).

Ademas, varios oncogenes como RAS, BCR-ABL y MYC son capaces de
inducir la actividad de NF-kB. Por ejemplo NF-kB es necesario para que el
oncogén H-RAS induzca proliferacion anémala y tumorogénesis (111). También
BCR-ABL, una oncoproteina quimérica que es responsable de la leucemia
mieloide cronica, puede inducir sefales de supervivencia mediante la
activacion de NF-kB. Ademas, la inhibicibn de NF-kB por IkBa super-represor
(SR-IkBa) que es resistente a la degradacién bloguea el crecimiento tumoral
inducido por BCR-ABL.

También se han observado en tumores tanto solidos como hematologicos
amplificacion cromosomal y otras aberraciones de genes que codifican para
NF-kB. Por ejemplo, se han encontrado deleciones en el gen NF-kB2 que
como consecuencia tienen la pérdida de las repeticiones de anquirinas de p100
y la generacion de proteinas constitutivamente activas p52, que se han
asociado con linfomas de células T y B y con mieloma mudltiple.
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8.4. Aspectos generales de NF-kB.

La familia de factores transduccion de sefiales Rel/NF-kB (nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) fue descrita por primera en
1986 por David Baltimore y Ranjan Sen (112) como un factor que regulaba la
formacion de la variedad kappa de la cadena ligera de la inmunoglobulina en
células B y desde entonces la importancia de esta familia no ha parado de
crecer. NF-kB comprende toda una familia de factores de transcripcion
eucaridticos que incluyen proteinas conservadas desde Drosophila sp. hasta
humanos (113) relacionadas a través de una region denominada Dominio de
Homologia Rel (RH, por sus siglas en inglés: Rel homology) que se
corresponde con una region de aproximadamente 300 aminoacidos muy
conservada localizada en el extremo N-terminal de la proteina y que es
responsable de la localizacion de la zona de uniébn con el ADN, de la
dimerizacion y de la interaccibn con las proteinas inhibidoras especificas
denominadas IkB (114, 115). En mamiferos se han descrito cinco miembros de
la familia de NF-kB:

¢ NF-kB1, también denominado p50 o p50/p105.

¢ NF-kB2, también denominado p52 o p52/p100.

¢ Rel A, también denominado p65.

¢ RelB.

¢ c-Rel.

Estas cinco subunidades se encuentran unidas de dos en dos formando
tanto homodimeros como heterodimeros, exceptuando a la subunidad RelB,
gue solo forma heterodimeros. La composicion de los dimeros de NF-kB
pueden variar dependiendo del tipo celular, la naturaleza del estimulo inductor
o el tiempo de respuesta tras la exposicion inicial al estimulo (116, 117). Dado
que las subunidades de NF-kB se expresan en casi todos los tipos celulares y
gue actualmente se conocen cientos de activadores (118), el niamero de
diferentes contextos en los cuales un dimero de NF-kB puede ser inducido es
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enorme. También debido a esta heterogeneidad, NF-kB es capaz a su vez de
inducir gran cantidad de genes implicados en diversos procesos celulares tales
como la regulacion de la respuesta inmune, la apoptosis, la inflamacion, la
proliferacion, la migracion y adhesion celular, la angiogénesis y el desarrollo,
entre otros (118-120). De hecho, se considera a NF-kB como un mediador
central en la respuesta inmune humana ademés de un regulador de la

respuesta al estrés.

8.5. Inductores de la actividad de NF-kB.

Existen multiples factores capaces de inducir a NF-kB (fig.7). De entre ellos,
resultan especialmente importantes para este trabajo los farmacos capaces de
activar NF-kB muchos de los cuales se utilizan actualmente el tratamiento de
distintos tipos de cancer. De entre ellos, varios se utilizan en el tratamiento del
cancer de mama, tales como la antraciclina doxorubicina y el taxol paclitaxel.
La activacion del NF-kB por la doxorubicina y por paclitaxel fue descrita por Das
y White (121) en células de adenocarcinoma, donde llegaron a la conclusion de
que si bien el mecanismo de activacion de NF-kB era diferente para ambos
farmacos, en ambos casos se activaba. También observaron la activacion de
NF-kB mediada por otros farmacos antineoplasicos como los alcaloides
vinblastina y vincristina. Ademas sugirieron la hipétesis de que la activaciéon de
proteina-cinasa C podia contribuir a la activacibon de NF-kB por agentes

antineoplasicos.

Otros factores que inducen NF-kB son citocinas como la IL-15 (122), la IL-2
(123), la IL-1 y el TNFa (124), mitdégenos, factores de crecimiento, como por
ejemplo el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) (125) o el factor de

crecimiento nervioso (NGF) (126) y hormonas como la insulina (127).

También en condiciones fisiolégicas en las que se da situacién de estrés
tales como la adhesion (128) o la despolarizacion (129), también se ha
observado induccion de NF-kB.

NF-kB también puede actuar como intermediario entre la infeccion por

microorganismo y la activacion de citocinas y por tanto de la inflamacion.
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Algunos de los microorganismos que activan NF-kB son: Helicobacter pylori
(130), bacteria capaz de crecer en el mucus del epitelio estomacal humano y
que es la causante principal de la mayor parte de Ulceras, algunos tipos de
gastritis e incluso de cancer gastrico en humanos (131), Mycobacteria
tuberculosis, responsable de la tuberculosis en humanos donde NF-kB media la
induccion de IL-6 en respuesta a la infeccion de esta bacteria (132) o Neisseria
gonorrhoeae, responsable de la enfermedad de transmisién sexual gonorrea,
donde NF-kB juega un papel crucial en la activacién del promotor de IL-6 (133).
Otros factores que estan relacionados con la activacion de NF-kB son: el
perdxido de hidrégeno (134), el ozono (135), el cobalto y el niquel (136), el
plomo (137).

Mediadores Mitégenos,
apoptoéticos factores de
Anti-Fas/Apo-1, Trail crecimiento y
hormonas
~
Microorganismos Estrés oxidativo
Salmonella sp., virus de  /# ‘ Peréxido de
la hepatitis B, HIV-1, : o hidrégeno,
adenovirus © i pervanadato
: . ‘ NF-kB o -
Citoquinas Farmacos
inflamatorias .‘ o Cisplatino,
IL1, IL2, IL12, IL15, X antraciclinas, taxol
IL18, TNF
Otros Mediadores
Plomo, niquel, fisiolégicos
cobalto, heperoxia, Angiogensina I,
radiacion UV colageno tipo |

Figura 1.8. Algunos inductores de la actividad de NF-kB. En esta figura se observan algunos estimulos
que puede provocar la activacion de NF-kB.

8.6. Genes diana de NF-kB.

La activacion de NF-kB se corresponde en general con un aumento de la

supervivencia celular si bien cada vez existen mas evidencias que demuestran
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gue en ciertas circunstancias también puede actuar como supresor de tumores
(117). Algunos genes cuya transcripcion esta regulada por NF-kB y que a su
vez la funcién esta relacionada con algun aspecto de la oncogénesis, se
indican en la figura 1.8. Como puede observarse algunos genes diana de NF-kB
son loci que codifican para proteinas relacionadas con procesos tales como el
desarrollo y la diferenciacion, la apoptosis, la respuesta inmune o la
inflamacion, altamente implicados en el desarrollo y la progresion del cancer
(138, 139). Su relevancia es mayor si ademas tenemos en cuenta que otras
vias potencialmente oncogénicas como la de RAS, relacionada con distintos
tipos de canceres como el de prostata, el melanoma y el de mama, ejercen su
efecto a través de la activacion de NF-kB (140-142). Ademas puede regular a
otros factores de transcripcion a su vez implicados en procesos relacionados
con la oncogénesis, tales como MYC relacionado con metastasis en cancer de
mama (143-146) o STAT1y STATS3.

Apoptosis

EGFR, IL12B, IL4,
MAP2K6, MMP9,

TP53, TRAF2
- Respuesta
Inflamacién inmune
CCL5, CXCL10, IL12B, TNF, NFKBIA,
SELE, TNF, IL1, IL2 IL4, TRAF2, LTA
NF-kB
/ Desarrollo y
Factores de ‘ diferenciacion
transcripcion
CCL5, MMP9,
NFKB1, MYC, NFKBIA, TNF, EGFR

STAT1, STAT3
Anti-apoptosis

BCL2L1, SOD2,
NFKBIA, TNF

Figura 1.9. Representacién de algunos genes regulados por NF-kB relacionados con distintos aspectos de

la oncogénesis.
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8.7. Estructura de NF-kB.

Como ya se ha especificado anteriormente, en vertebrados la familia de
factores de transcripcion NF-kappaB (NF-kB) incluye cinco miembros llamados
p65, p50/pl05, p52/p1l00, c-Rel y RelB que forman heterodimeros y
homodimeros capaces de unirse al ADN. Su sitio de union son 10 pares de
bases llamadas sitios kB que regulan la expresion de gran variedad de genes.
En la mayoria de las células, los complejos NF-kB se encuentran en el
citoplasma en forma inactivada y unidos a IkB (familia de proteinas inhibidoras)
(120). Para que NF-kB se active, necesita liberarse de IkB y translocarse al
nucleo. Estructuralmente, NF-kB posee un dominio de homologia REL (RHD)
en su extremo N-terminal que le permite formar complejos proteina/ADN. Este
RHD posee ademas en su extremo C-terminal un dominio de dimerizacion que
contiene un sitio de interaccion para IkB. Segun esta secuencia C-terminal del
dominio de homologia REL, se pueden dividir las proteinas de la familia NF-kB
en dos clases:

8.7.1.Clase I.

Incluye a las proteinas p50/p105 y p52/p100. Estas proteinas tienen un
dominio C-terminal que contiene copias mdltiples de repeticiones de
anquirina que actian inhibiéndolas. Estas proteinas se sintetizan como
precusores (p105 y p100) que necesitan pasar por un proceso proteolitico
para generar las subunidades maduras p50 y p52 respectivamente. Su
procesamiento esta mediado por la ruta de las ubiquitinas/proteosoma e
incluye la degradacion selectiva de la region C-terminal rica en
repeticiones de anquirina. Como consecuencia los miembros de esta
primera clase no son normalmente activadores de la transcripcion excepto
si forman dimeros con la clase Il de los factores de transcripcion de NF-
kB.

8.7.2.Clase ll.

Incluye a las proteinas c-Rel, RelB y p65. En este caso las proteinas

son sintetizadas como productos maduros y no requieren procesamiento
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proteolitico. Esta segunda familia contiene un dominio C-terminal
activador de la transcripcion. Pueden formar dimeros tanto entre ellas

como con proteinas de la clase I, a excepcion de RelB.

CI ase I Punto de corte proteolitico
N— - 5 - 1 1]l —C P50/p105
Dominio de homologia ReISEN Repeticiones de anquirinas P52/p100
Unién a ADN
| Dominio de dimerizacion,
I 1
Clase ” | Unién a IkB |
I 1
- P65
N— Dominio de homologia Relstx Dominio de transactivacion — C c-Rel
- RelB

© Jessica Furriol Palmer

Figura 1.10. Estructura general de las proteinas de clase | y clase 1l de NF-kB. Ambas poseen un dominio
de unién/dimerizacion llamado Dominio de Homologia Rel, pero mientras la clase | tiene una zona de
repeticiones de anquirinas que actia como dominio inhibidor, la clase Il tiene un dominio de
transactivacion que le permite translocarse al ndcleo una vez activa.

8.8. Activacion de NF-kB.

En la mayoria de células, NF-kB se encuentra en el citoplasma en la forma
inactiva unido a IkB. Cuando la célula recibe alguna sefial extracelular capaz de
activar NF-kB, IkB se degrada rapidamente y NF-kB se trasloca al nucleo, se
une al ADN vy activa la expresion génica, de forma que se puede decir que NF-
kB actia como un factor inducible. Ademas, por el hecho de que la actividad de
NF-kB no requiere la sintesis de nueva proteina permite que la sefal se
transmita rapidamente del citoplasma al nucleo. Actualmente se conocen dos

rutas principales por las que NF-kB puede activarse (147):

8.8.1. Ruta clasica o canénica: la llegada del estimulo provoca la
activacion del complejo IKK (IkB cinasa) que es una cinasa dependiente
de serina compuesta de al menos tres subunidades cataliticas
denominadas IKKa, IKK e IKKy [o NEMO, por NF-kB Essential Modulator
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esencial de NF-kB)]. Mientras que IKKa e IKKB son

subunidades cataliticas,

IKKy es la subunidad

reguladora que actia
como activador-
represor de las

subunidades cataliticas.
IKK es

fosforilar IKB, que se

capaz de

suelta de NF-kB dejando de inhibir su translocacion. IKB se ubiquitina y se

degrada en el proteosoma mientras NF-kB se activa y es capaz de

translocarse al nucleo e inducir la transcripcion de sus genes diana (148).

8.8.2. Ruta alternativa o no canonica: en este caso, NIK [NF-kB-

Inducing Domain (dominio inductor de NF-kB)] fosforila a IKKa que a su

vez fosforila a residuos especificos de serina que se encuentran en el

extremo C-terminal de las repeticiones de anquirinas (149). Este proceso

de fosforilacién permite que p100 sea reconocido por el complejo ligasa

SCF*BE3 lo que conlleva su poliubiquitinacién. Sin embargo, debido a la

presencia de un
codén de parada
entre el extremo N-
terminal de p52 y la
porciébn  C-terminal
de las repeticiones
de anquirinas, la
molécula de pl00

solo se degrada

NIK

l

P
IKKa

~ pl(g)o

RelB — BRelB

Figura 1.12. Ruta alternativa

P100 | yhUbUDb

procesaa<

N

parcialmente lo que

da como resultado que el fragmento N-terminal de p52 que esta unido a

RelB no se degrade (150, 151). Finalmente, el heterodimero p52: RelB se

trasloca al nucleo donde se une a sus genes diana.
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En ambas rutas (figura 1.13), el complejo NF-kB entra en el ndcleo donde
activa a sus genes diana. En la ruta clasica, uno de los genes diana activados
es el que codifica para IkBa, que puede entrar al nucleo, unirse a NF-kB y
exportar el complejo de nuevo al citoplasma. Por tanto, la
activacion/desactivacion de NF-kB es generalmente un proceso muy rapido y

autorregulado.

Estimulo Estimulo

Citoplasma
Ruta / Ruta no
canonica 8 canonica
/55 \.. SN\

**. 6000 EH
a]

(s}

Transcripcion

\g -
EP 900
l
™

Nucleo

Figura 1.13. Esquema general de las rutas canénica y no canénica de NF-kB.

8.9. Regulacion de NF-kB.

Actualmente se conocen dos procesos generales mediante los cuales se
regula a la familia de factores de transcripcion NF-kB, si bien debido a la
complejidad de esta familia, se cree que todavia queda mucho por conocer.

Estos procesos son:
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8.9.1. Inhibidores de NF-kB: la familia IkB.

La actividad de NF-kB esta regulada principalmente por la interaccion
con las proteinas inhibitorias IkB, de las que existen distintos tipos que
tienen a su vez diferentes afinidades por los complejos individuales de
NF-kB. En mamiferos, las mas importantes son IKBa, IKBB e IKBe. Todas
las IkBs contienen seis 0 siete repeticiones de anquirinas pero ademas en
el caso de IKBa, IKBB e IKBe contienen una region regulatoria N-terminal
gue se requiere para la degradacion inducida por estimulos, que es el
paso clave en la activacion de NF-kB y un dominio C-terminal que
contiene prolina, acido glutamico, serina y treonina (PEST) (figura 1.12).
Las IKBs ademéas se expresan de forma diferencial en los diferentes
tejidos. IkB también juega un papel importante en la terminacién de la
actividad de NF-kB, ya que una vez se sintetiza, entra en el nucleo donde
se une a NF-kB rompiendo su union al ADN y exportandolo al citoplasma
(116, 148, 152).

N~ RR @nk@ANRANRANRANKANY  PEST C

Figura 1.12. Estructura basica de las proteinas inhibitorias IkB. Se observan las repeticiones de
anquirinas (Ank), el dominio regulador (RR) en el extremo N-terminal y el dominio prolina acido
glutdmico, serina y treonina (PEST).

Cada IkB tiene sus propias preferencias de unién y estan sujetas a
regulacion transcripcional por miembros de la familia NF-KB (153, 154).

La interaccion NF-kB-IkB mas estudiada es la que se produce entre |kBa
y el heterodimero p50:p65. Aunque también se ha observado que IkBe
regula preferentemente al homodimero p65:p65 y al heterodimero c-
Rel:p65 (154-156). La funcion de IkBB es la menos conocida, aunque
parece que se une preferentemente al heterodimero p65:p50 asociados a
sitios KB en el ADN, lo que sugiere que su accion pueda ser la de regular

su funcion nuclear (157, 158).
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8.9.2. Modificaciones regulatorias y formacion de complejos en NF-
kB.

Ademés de las multiples modificaciones post-traduccionales que
controlan la actividad de los componentes de la ruta de NF-kB, como el
complejo IkB cinasa (IKK), las proteinas inhibidoras kB y las propias
subunidades de NF-kB, también existen otras formas de regulacién de
estos factores de transcripcién. De hecho, se han estudiado distintas
modificaciones regulatorias que afectan a NF-kB, como son la
forforilacion, la ubiquitinacién, la acetilacion, la nitrosilacion, la metilacion,
la oxidacion-reduccién y la isomerizacion que a su vez pueden variar
dependiendo de los estimulos que lleguen a la célula. De hecho
frecuentemente el efecto puede ser totalmente distinto e incluso

antagonico dependiendo del contexto (159).

Por otra parte, un reciente estudio (160) ha constatado que NF-kB es
capaz de formar un complejo con la proteina ribosomal S3 (RPS3) que
influenciaria la funcion de NF-kB tanto en su afinidad por el ADN,
aumentandola cuando se forma el complejo, como en que punto de la
cromatina en el que se une y por tanto donde empieza a transcribir. Estos
datos sugieren que la afinidad y la especificidad de NF-kB pueden verse

influenciadas por su interaccion con proteinas auxiliares.

Por otra parte se ha observado que como consecuencia de la induccion
de la actividad de NF-kB por el factor de necrosis tumoral (TNF), IKKa
puede ser inducido a entrar en el nicleo donde se une a un promotor
asociado al sitio kB asociado a su vez a la fosforilacion de la histona H3 lo
que conlleva al aumento de la transcripcion de los genes dependientes
del sitio kB.
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Hipotesis y objetivos

1. HIPOTESIS

Los niveles de activacion de las subunidades del factor de transcripcion NF-kB
pueden permitir la identificacion de pacientes con mayor riesgo de recaida y
con mayor probabilidad de resistencia al tratamiento con farmacos

antitumorales.

Asi mismo, cambios en la expresion de genes transcritos por NF-kB tras la
administracion de farmacos antitumorales, pueden ser causantes de la

resistencia al tratamiento y constituyen potenciales dianas terapéuticas.

2. OBJETIVOS

Los objetivos de la presente tesis doctoral se basaron en la caracterizacion
de NF-kB en cancer de mama en tejido humano y su posible relacién con el
tratamiento y con la recidiva. Ademas también se estudiaron genes con
expresion diferencial en lineas celulares tras el tratamiento con doxorrubicina y
se analizé la expresién en tejido tumoral, tejido adyacente y tejido normal de
genes que podrian tener un papel tanto en el desarrollo como en la resistencia

al tratamiento en el tumor.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la activacion de NF-kB en lineas celulares derivadas de

tumores mamarios tratadas con doxorubicina.

2. Estudiar la activacion de NF-kB como factor prondstico en pacientes

de cancer de mama.

2.1. Posibles diferencias en la activacién de NF-kB en tejido tumoral y

no tumoral

2.2. Correlaciéon entre activacion de las diferentes subunidades de NF-

kB y caracteristicas clinico-patolégicas.
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Estudiar el valor predictivo de NF-kB en cancer de mama.

3.1. Evolucion de las pacientes tras el tratamiento y niveles de

activacion de las subunidades de NF-kB.
3.2. Asociacion del tiempo libre de enfermedad con el tratamiento.

Caracterizar la expresion de genes regulados por NF-kB tras la
administracion de doxorubicina en lineas celulares derivadas de mama.

Posibles implicaciones en el tratamiento.

Estudiar la expresion de genes regulados por NF-kB en tejido tumoral,

tejido adyacente al tumor y tejido normal.

5.1. Posible implicacién de los genes estudiados en el desarrollo y

tratamiento del cancer de mama.

5.2.  Implicacién del microambiente en el desarrollo del céncer de

mama.

Correlacionar la activacion de NF-kB con la expresion génica de los genes

seleccionados.
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Materiales y métodos

1. MATERIALES

1. 1. Ambito y sujetos de estudio

Todas las muestras, tanto congeladas como parafinadas, provienen de
pacientes del Hospital Clinico de Valencia que previamente habian dado su
consentimiento informado para la utilizacion de las muestras en estudios
clinicos. Este consentimiento informado habia pasado previamente el comité de
ética del Hospital Clinico Universitario de Valencia. De todas las muestras
seleccionadas se recopilaron datos clinico-patolégicos como la edad de
aparicion del cancer, estadio, grado, tipo histologico, afectacion ganglionar,

tamafio tumoral, metéstasis y seguimiento.

1.1.1. Muestras tumorales congeladas.

El conjunto de muestras empleadas proviene de la reseccion quirdrgica
de tumores de mama pertenecientes al Banco de Tumores del Servicio de
Hematologia y Oncologia Médica del Hospital Clinico Universitario de
Valencia. A efecto de establecer el valor pronéstico de algunos parametros
clinicos y moleculares determinados en el estudio, todas las muestras que
se incluyeron en el analisis habian sido recogidas entre los afios 1988 y
2001, con lo que se asegurd un seguimiento minimo de 8 afos. A fin de
determinar la calidad y la fraccion tumoral de las muestras congeladas,
éstas se incluyeron en OCT y fueron cortadas mediante un microtomo a -
20°C vy tefidas con la tincibn hematoxilina-eosina. De las 450 muestras
analizadas mediante esta técnica se consideraron éptimas para el estudio
164. Las caracteristicas de las muestras congeladas que finalmente fueron

incluidas en el estudio se pueden observar en la tabla IIl.1.
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Tabla Ill.1. Caracteristicas de las muestras congeladas
utilizadas en este estudio.
N©° %
Pacientes estudiadas* 164 100
Tipo histoldgico
Grupo de carcinomas infiltrantes (GCI) | 127 76,5%
Carcinoma ductal Infiltrante (CDI) 98 59,0%
Otros carcinomas invasivos (OCI)** 29 17,5%
Carcinoma ductal in situ 10 6,0%
Tejido adyacente no tumoral 16 9,6%
Edad
Media 56,7
Rango 30-86
<50 60 37,0%
>50 102 63,0%
Tamano tumoral (para GCI)
T1 (< 2cm) 17 13,4%
T2 (> 2cm < 5cm) 71 55,9%
T3 (> 5cm) 16 12,6%
Ganglios axilares (para GCI)
Afectados (N1, N2, N3, N4) 86 67,7%
No afectados (NO) 32 25,2%
Grado de diferenciacion (para GCI)
I 23 25,6%
Il 42 46,7%
11 25 27,8%
Receptores de estrégenos
Positivo 104 68,0%
Negativo 49 32,0%
Receptores de progesterona
Positivo 81 53,0%
wativo 72 47,0%

*Pacientes de las que no disponiamos de informacion no se incluyeron en la tabla.

**Qtros carcinomas invasivos: incluyecarcinoma lobular, medular, mucinoso papilar y secretor.

1.1.2. Muestras parafinadas.

Las muestras parafinadas procedieron de tejido mamario obtenido en la
cirugia, del que parte fue procesado para la realizacibn de estudios
histoldgicos. El tejido se incluy6 en parafina para su correcta conservacion
y tincion si ese era el caso. Las parafinas utilizadas en este trabajo nos
fueron cedidas por el Biobanco del INCLIVA/Hospital Clinico Universitario
de Valencia situado en el Servicio de Anatomia Patolégica. En el caso de
las muestras utilizadas para la extraccion de ARN, se obtuvieron muestras
tanto tumorales como de tejido adyacente no tumoral, ademas de

muestras provenientes de tejido sano. Las caracteristicas de las pacientes
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se puede observar en la tabla 111.2. La determinacion de la calidad de los
tejidos y la seleccion fueron realizadas por los patélogos Jaime Ferrer,
Octavio Burgués y la técnico de patologia Elisa Alonso.

Tabla I11l.2. Caracteristicas de las muestras parafinadas
utilizadas en este estudio.

N©° %
Pacientes estudiadas 19 100
Tipo histolégico
Carcinoma ductal Infiltrante (CDI) 15 79,0%
Carcinoma lobulillar Infiltrante (CLI) 4 21,0%
Edad
Media 55
Rango 28-62
<50 5 26,3%
>50 14 73,7%
Tamarfio tumoral
T1 (< 2cm) 12 63,2%
T2 (> 2cm < 5cm) 7 36,8%
Ganglios axilares
N1 6 31,6%
NO 13 68,4%
Grado de diferenciacién
I 2 10,5%
Il 11 57,9%
11 6 31,6%
Receptores de estrégenos
Positivo 16 84,2%
Negativo 3 15,8%
Receptores de progesterona
Positivo 14 73, 7%
Negativo 5 26,3%
Her2
Positivo 3 15,8%
Neg_]ativo 16 84,2%

1.2. Lineas celulares. Descripcion.
Se utilizaron seis lineas celulares derivadas de carcinoma de mama:

e MCF7: derivada de un carcinoma ductal infiltrante de mama. Posee
tanto receptores de estrégenos como de progesterona positivos. No
sobre-expresa Her2. Crecen de forma adherente y morfologia

epitelial. Su subtipo cancerigeno es luminal.

e MDAMBA468: derivada de un adenocarcinoma de mama de una
paciente con metastasis. Expresa EGF [Epidermal Growth Factor

(factor de crecimiento de la epidermis)]. Crecen de forma adherente y
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morfologia epitelial. Esta linea celular es negativa para receptores de
estrogenos y no sobre-expresa HER2. Se englobaria del subtipo

cancerigeno basal.

e MDAMB231: derivada de un adenocarcinoma mamario. Crecen en
forma adherente y con morfologia epitelial. Esta linea celular tiene
receptores de estrogenos negativos y no sobre-expresa HER2. Se

incluiria dentro del subtipo basal.

e SKBR3: derivadas de cancer de mama. Es hipertriploide y por tanto
su genotipo es muy complicado. Su morfologia es epitelial y crecen
de forma adherente. Se engloba dentro del subtipo tumoral luminal,

con amplificaciéon de HER2 y receptores de estrégenos negativos.

e BT474: derivado de un carcinoma ductal. Crece de forma adherente
formando colonias con multiples capas que raramente confluyen. Se
engloba dentro del subtipo tumoral luminal, con receptores de

estrogenos positivos y amplificacion de HER2.

1.3. APARATAJE UTILIZADO.

e Centrifugas.

Para tubos de microcentrifuga se utilizé una centrifuga de la marca
Eppendorf, modelo 5415R.

Para la centrifugacion tanto de placas como de tubos se utilizaron las
centrifugas Eppendorf modelo 5804 si no era necesaria la refrigeracion y
Eppendorf modelo 5804R y MPW modelo 350R, en el caso de que si fuera
necesaria la refrigeracion.

e Autoclave.
Marca SELECTA, model Autester-G.

e Campana de flujo laminar.
Haraeus Gemini.
Faster modelo Bio60.

e Estufas termostatizadas de cultivo.
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Haraeus BB6060.
Jouan IG 150.
e Homogeneizador.
Heidolph modelo ReaxTop.
e pHmetro.
El pHmetro empleado es de la marca CRISON, modelo Microph 2001,
con un electrodo incorporado INGLOD.
e Bafo.
Selecta modelo Precisterm.
e Congelador a -80°C.
Heraeus modelo HeraFreeze.
Thermo Scientific Forma 900 Series.
e Microscopio.
Microscopio éptico invertido Carl Zeiss hasta 100X.
e Plataforma oscilante.
Marca VWR modelo Rocking Platform.
e Balanzas.
Balanza Scaltec con una precision de 0.1g.
Balanza Ae Adam modelo PGW 753i con una precisiéon de 0.001g.
e Sistema de purificacion de agua.
Marca MILLIPORE, modelos Milli-Q y Milli-RO.
e Cubetas de electroforesis.
Marca BIORAD, modelo Mini-PROTEAN 3 Cell.
e Cubetas de electrotransferencia.
Marca BIORAD, modelo Mini Trans-Blot Cell.
e Fuentes de alimentacion para la electroforesis.
Se utilizaron 2 fuentes de alimentacion, una de la marca SIGMA, modelo PS
250-2, y otra de la marca BIORAD, modelo 200/2.0 Power Supply.
e Sistema de Analisis de Imagenes.
Marca FUJIFILM, modelo LAS-1000 plus.
e Espectrofotometro/fluorimetro de placas y cubetas.
Marca Molecular Device, modelo Spectra max 384 plus.

e Campana de extraccion de gases.
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Marca Burdinola, modelo OR-ST 1500.

e Termobloque.

Marca Eppendorf, modelo Thermomixer comfort.

e Sistema de purificacion de agua.

Marca Millipore, modelos Milli-Q y Milli-RO.

2. METODOS

2.1. CULTIVOS CELULARES

54

2.1.1.Medios

Para MCF7 se utilizé el medio DMEM low glucose. Para MDAMB231,
MDAMB468, SKBR3, BT474 y MCF10A se us6 el medio DMEM F12.
Todos los medios fueron suplementados con 10%SBF y 1% antibioticos.
Ademas, en el caso de BT474 se afadié al medio 10mg/mL de insulina.
Los medios, el suero y los antibiéticos fueron adquiridos de la compafiia
SIGMA-ALDRICH mientras la insulina nos fue proporcionada por Actrapid.

2.1.2. Mantenimiento de células.

Todas las lineas celulares fueron mantenidas en sus medios
correspondientes con sus suplementos en una estufa con atmésfera
hameda a 37°C y con 5% de CO,. La manipulacion de los cultivos y la
preparacion de las soluciones se llevaron a cabo en campanas de flujo

laminar en condiciones de esterilidad.

2.1.3. Inactivacién del suero bovino fetal.

El suero que se utiliza para suplementar el medio de cultivo debe estar
previamente inactivado, es decir, se deben desnaturalizar las proteinas
que contiene para evitar que interfieran en el metabolismo celular, Para
inactivarlo, lo que se hace es incubar el suero a 56°C durante 30 minutos.

Una vez inactivado se puede mantener congelado a -20°C.
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2.1.4. Tratamiento con tripsina-EDTA.

Las 5 lineas celulares utilizadas crecen adheridas al frasco de cultivo,
por tanto para la realizacion del sub-cultivo, es decir, el traspaso de las
células a otra placa, se necesita que se separen del fondo. Para esto se
usa generalmente la tripsina-EDTA (Ehylene-Dinitrilo Tetraacetic Acid). La
tripsina es una enzima proteolitica que interfiere en la adhesion célula-
célula mediada por cadherinas. Como en presencia de calcio estas
moléculas son resistentes a la tripsina, se le afiade EDTA, que es un
quelante del calcio. De esta forma las cadherinas pasan a ser
susceptibles a la tripsina y las células se separan. Normalmente el
protocolo consiste en lavar las células con PBS y cubrirlas con una capa

de tripsina-EDTA entre 3 y 5 minutos (o hasta que se despeguen) a 37°C.

2.1.5. Congelacion

La congelacion debe ser un proceso lento. Primero se prepara el
medio de congelacion. En nuestro caso, el medio de congelacién utilizado
para todas las lineas celulares estd compuesto por un 90% de SBF y 10%
de DMSO como criopreservante, ya que evita que se formen cristales de
hielo durante el proceso de congelacion. Una vez preparado el medio de
congelacion, se elimina el medio de cultivo de la placa y se lava 2 veces
con 2-3mL de PBS. Una vez hechos los lavados, se afiade tripsina-EDTA
y se deja a 37°C hasta que se despeguen las células (2-5 minutos). Una
vez despegadas, se recogen con 6-7mL de medio de cultivo y se pasan a
un tubo de 10 o 15mL que se centrifuga durante 5 minutos, a 1500rpm a
temperatura ambiente. Una vez llevado a cabo este paso, se elimina el
sobrenadante, que contiene los restos de medio y tripsina-EDTA y se
resuspende el sedimento en 1mL del medio de congelacion previamente
preparado. Se toma una pequefia muestra (entre 5-10uL) y se cuenta el
namero de células en microscopio utilizando una camara de neubauer. La
camara de neubauer es un portaobjetos con dos zonas ligeramente
deprimidas en el fondo de las cuales se ha marcado una cuadricula de

dimensiones conocidas. A esta camara se le pone un cubreobjetos
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encima y luego se introduce el medio con las células (en el caso se haber
muchas células se realizan diluciones). Se cuentan las células que hay en
el microscopio y se valora el nimero de células, La férmula general para
calcular el nimero de células es: células por pl (particulas contadas)/

(superficie contada (mm?) x profundidad de la camara (mm) x dilucion).

En nuestro caso:

Numero de células — Ne° de células en 4 cuadrantes 10000 x diluci 6n
en el medio 4

Una vez contadas las células, se calcula la dilucion que necesitamos
para que en cada criotubo tengamos segun el tipo celular entre 2,5x10°-
6x10° células en 1mL. Cuando ya tenemos los criotubos con el nimero
de células correspondientes, se guarda a -80°C durante 2 dias en una
caja especial de crioconservacion que contiene isopropanol, un alcohol
que debido a sus caracteristicas quimicas se mantiene en estado liquido
a -80°C y evita que la congelacién se produzca de forma brusca. Una vez
transcurridos los 2 dias, se guarda definitivamente la muestra en
nitrégeno liquido, cuya temperatura maxima es -195,8°C, ya que a una

temperatura mayor el nitrégeno pasa a vapor.

2.1.6. Descongelacién.

La descongelacion debe ser un proceso rapido para evitar la formacion
de cristales de hielo que pueden dafar las estructuras celulares e incluso

matar a la célula.

Al tratarse de un proceso rapido, los medios que se van a utilizar deben
ser atemperados a 37°C antes de proceder al proceso de
descongelacion. Una vez ya estan preparados, se extraen los criotubos
del tanque de nitrbgeno y se rocian con etanol para que la
descongelacién se produzca mas rapidamente. Los criotubos rociados se
dejan en la estufa a 37°C hasta su completa descongelacion. Una vez
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descongelados, se resuspenden las células en 6 o 7 mL de medio de
cultivo, ya que aunque el DMSO se utiliza como criopreservador, posee
cierta toxicidad para las células por lo que se intenta minimizar el dafio
diluyéndolo. Se mezcla suavemente el medio con el medio de
congelacion en un tubo de 10 o 15 mL y se centrifuga el tubo a 1500rpm
durante 5 minutos a TA. Tras la centrifugacion, las células quedan en el
sedimento, por lo que elimina el sobrenadante y se resuspenden en 1mL
de medio de cultivo, del que se toma una alicuota que se tifie con “Trypan
Blue”, un tinte vital que tifie especificamente células muertas, ya que
mientras las células vivas tienen la membrana intacta y no dejan pasar el
colorante, las membranas de células muertas son porosas y se tifien de
azul. La alicuota tefiida se mira bajo el microscopio y se cuentan las
células vivas. Segun la cantidad de células vivas que tengamos, se
sembraran una o mas placas. Generalmente, sembramos 2,5x10°-6x10°
células/mL en frascos T75 con 15 mL de medio y dejamos crecer en la
estufa a 37°C con 5% CO,,

2.2. Viabilidad celular: método MTT
2.2.1. Fundamento

El compuesto MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) es un tetrazol que emite en el amarillo el cual es metabolizado
por enzimas reductoras que lo transforman en formazan, que emite en el
azul. Mediante este viraje de color, se cuantifica la cantidad de MTT
transformado. Ya que la reduccion solo se puede llevar a cabo cuando las
enzimas reductoras estan activas y por tanto las células vivas, este
método se utiliza para la determinacion de la viabilidad celular y de la
proliferacion. Este método fue desarrollado por Mossmann en el afo
1983. En nuestro caso utilizamos el “Cell Growth Determination Kit, MTT
Based” de Sigma-Aldrich.

2.2.2. Protocolo

Se sembraron entre 5000 y 10000 células segun el tipo celular y se

dejaron crecer durante 24 horas. Tras este tiempo, se afadié el
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tratamiento con doxorubicina a distintas concentraciones y se
mantuvieron en crecimiento entre 4 y 48 horas mas segun el ensayo. Por
altimo, se afiadi6 DMSO en el mismo volumen que cantidad de medio en
el pocillo durante 4 horas lo que provoca la solubilizacién del formazan.
La absorbancia se midi6 a 530nm con longitudes de onda como

referencia entre 630 y 690nm.

2.3. Mantenimiento de muestras tumorales por congelacion.

2.3.1. Fundamento

Para preservar la integridad del tejido tumoral y su correcta

conservacion, se procedio a su congelacion.
2.3.2. Protocolo

Se extrajo quirargicamente el tumor del que se cont6 una fraccion que
se congel6 inmediatamente en nitrdgeno liquido. De esta forma, se para
el metabolismo celular y se asegura una mejor conservacion, Una vez
congeladas, las muestras se conservaron a -80°C hasta su posterior

utilizacion.

2.4. Mantenimiento de las muestras tumorales en OCT.
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2.4.1. Fundamento

El OCT [Optimal Cutting Temperature Compound (compuesto para la
temperatura Optima de corte)] es un meétodo de congelacion vy
conservacion de tejidos. Se trata de un medio donde se embebe el tejido
que luego puede usarse tanto para analisis histolégicos como para

técnicas moleculares.
2.4.2. Protocolo

Se prepara el molde donde se aflade OCT hasta aproximadamente la
mitad. Se corta el tejido en trozos de aproximadamente 0,5x0,5mm e
inmediatamente después se pone el trozo de tejido en el molde que se
cubre con OCT hasta el borde, se congela rapidamente en nitrdgeno
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liquido y se guarda a -80°C.

2.5. Mantenimiento de las muestras tumorales por inclusion en parafina
2.5.1. Fundamento

La inclusién de muestras en parafina es el proceso mediante el cual se
interrumpen los procesos de degradacion que aparecen tras la muerte
celular conservando de esta forma la arquitectura y composicion tisular de

la manera mas proxima posible a la célula viva.
2.5.2. Protocolo

En primer lugar y tras recibir de cirugia la pieza de tejido, se procede a
su tallado. Este proceso consiste en hacer secciones de la muestra para
su mejor fijacion. Tras esto, se fijan las muestras por inmersién en un
bafio de formol tamponado al 4%. A continuacion, las muestras se
someten a un progresivo proceso de deshidratacién que permite eliminar
el agua existente en el tejido. Esta operacion se lleva a cabo empleando
bafios sucesivos de 2 6 3 horas de duracion cada uno, en alcoholes de
graduacion creciente 50%, 70%, 80%, 95% vy, por ultimo, alcohol
absoluto. Tras la deshidratacién las muestras se someten a un proceso
de aclarado, que se sustituye el agente deshidratante (etanol en nuestro
caso) por una sustancia miscible en el medio de inclusion, en este caso el
xileno. Para llevar a cabo este proceso, se sumergen las muestras
tisulares en 3 bafos sucesivos de 30 minutos cada uno en distintos
recipientes con xileno. Una vez completado este proceso, se procede a la
infiltracion o impregnacion 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 fusion de la misma. En este punto, las muestras se pasan
directamente desde el dltimo bafio de xilol a un recipiente con parafina
liquida. Para facilitar la completa impregnacion y eliminacion total de los

restos de xilol se realizan dos bafios sucesivos en diferentes recipientes
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con parafina liquida de 2 horas de duracion cada uno de ellos y un altimo
bafio de 4 horas de duracion que permite que la impregnacion sea
perfecta. Una vez completada la infiltracion de la muestra, ésta se
encastra en un molde metélico para la confeccion del blogue. Los tejidos
infiltrados se orientan de forma adecuada, en funcidén de la superficie de
interés, en el molde metalico y se recubren con la misma parafina liquida
con la que han sido infiltrados. El material metélico del molde junto con un
enfriamiento lento a 10°-15° C confieren una dureza homogénea al
bloque. En este punto, la muestra puede guardarse en el Servicio de
Anatomia Patolégica del Hospital Clinico de Valencia o cortarse en el

microtomo para hacer preparaciones para inmunohistoquimica.

2.6. INMUNOHISTOQUIMICA
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2.6.1. Fundamento

La inmunohistoquimica corresponde a un grupo de técnicas de
inmunotincion que permiten la identificacion de antigenos presentes en
muestras tisulares o citoldgicas fijadas en parafina utilizando anticuerpos
marcados. Se basa en la capacidad de los anticuerpos marcados con
sustancias que emiten, absorben o producen coloracion de unirse
especificamente a los correspondientes antigenos. Esta técnica permite
la localizaciébn microanatdmica de la expresion de distintos antigenos y su
correlaciéon con los pardmetros morfolégicos, aumentando la sensibilidad

y especificidad y proporcionando informacién adicional.
2.6.2. Reactivos
Paraformaldehido
Xileno
Etanol 100%
Etanol 95%
Etanol 70%

Etanol 50%
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Etanol 30%
PBS
Tampon: 0.5% de BSAy 2% de suero bovino fetal.
Anticuerpo primario
Anticuerpo secundario
Hematoxilina de Harris
Eosina
Anticuerpos primarios
Anticuerpo secundario
Liquido blogueante
Polilisina

2.6.3. Protocolo

Primero, la muestra fijada en el bloque de parafina se corta con el
microtomo. Los cortes son generalmente de 5 [Im de grosor y se realizan
sobre un recipiente con agua entre 40 y 50° C donde se quedan flotando
para ser recogidos posteriormente introduciendo un portaobjetos de forma
vertical en el agua de manera que el corte se queda depositado sobre
dicho portaobjetos. Una vez tenemos el corte en el portaobjetos, se
recubre de polilisina y se seca en estufa a 60° C de 10 a 20 minutos (o0 a
37° C durante 14-16 horas), lo que permite que el corte quede
perfectamente adherido antes de proceder a su tincion. Para la tincién, en
primer lugar se elimina la parafina del corte siguiendo un proceso de
desparafinizacion. Para ello, los cortes histolégicos se dejan en estufa a
60° C durante 14 horas, de manera que la parafina pasa a estado liquido.
Posteriormente, las muestras se hidratan de forma progresiva para lo que
se realiza una primera incubacion en xilol durante 20 minutos, seguido de
5 lavados de 2 minutos de duracion cada uno de ellos en distintas
cubetas que contienen xilol. A continuacion, se hidrata el tejido realizando
lavados sucesivos de los cortes con alcoholes de concentracion

decreciente 100°, 70°, 50° y 30°, seguido de sucesivos lavados que se
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efectian empleando agua bidestilada. De esta manera, la muestra va
adquiriendo el nivel de hidratacion Optimo para su tincién, ya que los
colorantes son miscibles en agua.

Para observar la estructura de las células, primero se tifieron los tejido
fijados con Hematoxilina de Harris: 0.5% Hematoxilina, 5% alcohol
absoluto, 10% alumina potésica, 0.25% Oxido de mercurio. Antes de ser
aplicada a la muestra, la solucién se suplementa con 0.8% &cido acético y
se filtra. Este colorante tifie especificamente los nucleos celulares. Los
cortes se lavan tres veces sucesivas con agua destilada durante 2
minutos. A continuacion se tifien durante 3 6 4 minutos con una solucion
de 0.5% eosina, que marca el componente citoplasmico, y posteriormente
las preparaciones se lavan 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 someten a un proceso de
deshidratacién. Con este fin, los cortes se pasan por gradientes
crecientes de etanol. El primer bafio, de 2 minutos, se realiza con 70%
etanol para posteriormente pasarlos a un recipiente que contiene 80%
etanol, en donde permanecen 2 minutos mas. En este momento las
preparaciones se pasan a un bafio de 95% etanol, donde se incuban 2
minutos antes de ser transferidas a un recipiente con xilol, en donde
permanecen durante un periodo de 10 minutos. A continuacién, se llevan
a cabo varias inmersiones de un minuto de duracion de las preparaciones
en diferentes recipientes con xilol con el fin de lograr la perfecta
deshidratacibn de los cortes. Por Ultimo, las preparaciones son
recubiertas con un cubreobjetos impregnado en medio de montaje para
histologia (Entellan], Merck KG, Darmstad, Alemania) para asegurar su
conservacion y se mira la muestra bajo el microscopio.

En nuestro caso se miraron bajo el microscopio de fluorescencia las
distintas subunidades de NF-kB. Para ello, se pusieron los cortes en PBS
durante 5 minutos para eliminar posibles artefactos. Tras esto se post-fija
el corte durante 2 minutos en paraformaldehido. Opcionalmente, se
pueden bloquear las preparaciones incubando 10 minutos a temperatura
ambiente con un 10% de suero de la especie de la que se ha obtenido el

anticuerpo secundario y lavar con tampén durante 5 minutos. Una vez



Materiales y métodos

realizado este proceso, se ponen las preparaciones en un tampén 0,5%
de BSA y 2% de suero bovino fetal durante 5 minutos. Tras esto, se
incuban las preparaciones en una camara humeda durante toda la noche
con el anticuerpo primario para que asi se una a su proteina diana. Al dia
siguiente se lavan las preparaciones con tampon durante 5 minutos para
eliminar el anticuerpo no unido y se bloquea 5 minutos més para evitar
uniones inespecificas del anticuerpo secundario. En este punto se afiade
el anticuerpo secundario y se deja en camara humeda entre 30 y 60
minutos. Tras esto, se lavan las preparaciones con tampén durante 5
minutos y se observan los resultados bajo el microscopio de
fluorescencia. Las inmunohistoquimicas utilizadas en esta tesis se
realizararon en el Servicio de patologia del Hospital Clinico Universitario y

fueron supervisadas por Jaime Ferrer y Octavio Burgués.

2.7. Método para determinar la concentracion de proteinas: método
Bradford.
2.7.1. Fundamento
El método Bradford (161) es un ensayo colorimétrico para medicion de
concentracion proteica basado en la absorbancia. EI componente mas
importante del reactivo de Bradford es el colorante de Coomassie. Este
colorante es de color rojo, pero al unirse a las proteinas vira a color azul y
de esta forma el méximo del espectro de absorcion pasa de 465nm
(forma no unida a la proteina) a 595nm (forma unida a la proteina) siendo
proporcional el incremento de la absorbancia a 595nm a la cantidad o

concentracion de proteina presente en la muestra de interés.

2.7.2. Reactivos:

Agua Bidestilada
Bradford Reagent (Biorad®)

Homogenado de tejido

BSA para la realizacion de la recta patron.
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2.7.3. Protocolo

Se realiza una recta patron de con diferentes concentraciones de BSA
que tipicamente van de 0,2ug/uL a 1,4ug/uL, para posteriormente
interpolar nuestras muestras de concentracion desconocida. Tras esto, se
afiaden 5uL de muestra y 245uL de reactivo de Bradford a cada pocillo de
la placa de 96. Se deja sin que le de la luz directa hasta que se observa el
viraje de color rojo a azul y se lee la absorbancia a 595 nm.
Generalmente, se hacen las medidas por duplicado tanto para la curva

patrén como para las muestras de interés.

2.7.4. Célculos

Los calculos consisten en la realizacibn de una recta patron de
concentracion de proteinas conocida (en nuestro caso utilizamos BSA) y
la interpolacion de la absorbancia de la muestra para conocer su

concentracion.

AAbs= Abs muestra- Abs blanco

2.8. Extraccién de proteinas nucleares a partir de tejido congelado
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2.8.1. Fundamento

Las distintas subunidades de NF-kB solo estan en forma activa cuando
se traslocan al ndcleo. Para posibles interferencias a la hora de valorar la
activacion de estas subunidades, separamos las proteinas
citoplasmaticas de las nucleares, que mas tarde usaremos con las

técnicas de Western Blotting y ELISA.

2.8.2. Reactivos

e  Tampodn de lisis
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e  Tampon hipotonico
e DTT1IMy10mM
¢ Inhibidor de proteasas

e Detergente

2.8.3. Protocolo
*Todo el proceso se lleva a cabo en frio.

El primer paso es la homogeneizacion del tejido de forma mecénica en
un mortero con nitrégeno liquido. Este paso es importante para que los
reactivos puedan estar en contacto con la mayor cantidad de tejido
posible. Se pasa la muestra a un tubo de microcentrifuga y se
resuspende en 500uL de tampdn hipoténico al que se le ha afiadido
previamente DTT como agente reductor de proteinas, detergente para
romper la membrana plasméatica de la célula e inhibidor de proteasas.
Para que la reaccion se lleve a cabo, se incuba en hielo al menos durante
15 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se centifuga a 850g
durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante resultante es la fraccion
citoplasmatica, que podemos recoger en un tubo de microcentrifuga y
guardar a -80°C. El sedimento que queda en el tubo son los nucleos, de
los que romperemos su membrana afiadiendo 50uL de tampdn de lisis al
gue hemos afnadido inhibidor de proteasas y DTT 10mM. Una vez hecho
esto, se deja en incubacion a 4°C durante 30 minutos en una plataforma
oscilante a 150rpm. Cada 5-10 minutos se le da un pulso en el agitador
de tubos. Tras este tiempo, se centrifuga la muestra durante 30 minutos a
140009 a 4°C. El sobrenadante que obtenemos tras la centrifugacion es

la fraccién nuclear, que podemos conservar a -80°C hasta su utilizacién.

2.8.4. Cuantificacion

Los valores de concentracibn de proteinas en los extractos se

determinaron mediante el método de Bradford.
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2.9. Extraccion de proteinas nucleares a partir de células
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2.9.1. Fundamento

Las cinco subunidades de NF-kB solo estan en forma activa cuando en
forma de dimeros se traslocan al ndcleo. Debido a que mas tarde
gueremos determinar la cantidad de NF-kB activado, eliminamos toda la
parte de proteinas citoplasméticas que podrian interferir en nuestros
resultados.

2.9.2. Reactivos

e Tampon de lisis

Tampon hipotonico

e PBS

e DTT1My10mM

¢ Inhibidor de proteasas

e Detergente

2.9.3. Protocolo
*Todo el proceso se lleva a cabo en frio.

Primero se aspira el medio celular del frasco (generalmente del tipo T75)
y se hacen 2 lavados con 2-3mL de PBS al que hemos afadido inhibidor
de fosfatasas. Tras los lavados, se afiade 1mL de PBS al que también se
le ha afiadido inhibidor de fosfatasas y se rasca la placa. La muestra se
pasa a un tubo de microcentrifuga y se centrifuga durante 5 minutos a
500rpm a 4°C. Una vez centrifugada, se desecha el sobrenadante, ya que
contiene la fraccion no proteica. Se resuspende el sedimento en 150uL de
tampodn hipotdnico y se incuba en hielo al menos durante 15 minutos para
gue la reaccion de rotura de membrana citoplasmatica se lleve a cabo.

Una vez transcurrido este tiempo, se afiaden 25uL de detergente y se le
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da un pulso de al menos 10 segundos a velocidad maxima en un agitador
de tubos para que se acaben de romper las membranas. Se centifuga a
14000g durante 30 segundos a 4°C. El sobrenadante resultante es la
fraccion citoplasmatica, que podemos recoger en un tubo de
microcentrifuga y guardar a -80°C. El sedimento que queda en el tubo
son los nacleos, de los que romperemos su membrana afiadiendo 50uL
de tampon de lisis al que hemos afiadido inhibidor de proteasas y DTT
10mM. Una vez hecho esto, se deja en incubacion a 4°C durante 30
minutos en una plataforma oscilante a 150rpm. Una vez transcurrido el
tiempo correspondiente, se le da un pulso de al menos 30 segundos a
velocidad maxima en el agitador de tubos y se centrifuga la muestra
durante 10 minutos a 140009 a 4°C. El sobrenadante que obtenemos tras
la centrifugacion es la fraccion nuclear, que podemos conservar a -80°C

hasta su utilizacion.

2.9.4. Cuantificacion.

Se obtuvieron los valores de concentracion de proteinas por el método
de Bradford.

ELISA.
2.10.1. Fundamento

La técnica de ELISA “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay” (Ensayo
por inmunoabsorcién ligado a enzimas) se basa en la deteccion de un
antigeno inmovilizado sobre una fase sélida mediante anticuerpos que
directa o indirectamente producen una reaccion cuyo producto puede ser

medido espectrofotométricamente.

En nuestro caso utilizamos el ELISA comercial transAm NF-kB de Active
motif. En este método cada uno de los pocillos de la placa lleva
inmovilizado un oligonucleétido que contiene la regién consenso de NF-

kB 5"-GGGATTTCC-3. Esta region actua como sitio de unidn especifico
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de la forma activa de NF-kB. Ademas, los anticuerpos primarios utilizados
reconocen un epitopo en p50, p52, p65, c-Rel y RelB que solamente es
accesible cuando NF-kB esta activado y unido a su ADN diana. A esto se
une un anticuerpo secundario HRP-conjugado que nos da una sefal

colorimétrica que es posible cuantificar con un espectrofotbmetro.

2.10.2. Protocolo
*El ensayo se lleva a cabo en placas de 96 pocillos.

A cada uno de los pocillos de la placa se le afladen 30uL de tampdn de
union. Una vez realizado este paso que permitird la union de la proteina
al fondo de la placa, se afiaden otros 20uL de muestra diluida en tampdn
de lisis completo para una concentracion final entre 2 y 20ug de proteina.
En nuestro caso utilizamos 10ug de proteina por muestra. Asi mismo, se
preparara de la misma manera un control positivo (extracto de células
Raji) y otro negativo. Ademas, se deja un pocillo como blanco, al que solo
le afladimos 20uL de tampdn de lisis sin muestra. Una vez hecho esto, se
cubre la placa con una pegatina adherente y se incuba durante 1 hora a
temperatura ambiente en una plataforma oscilante a 100rpm. Durante
este tiempo, los extractos proteicos de nuestras muestras se uniran al
fondo de los pocillos, Una vez transcurrido este tiempo, se desecha el
contenido de los pocillos y se lava 3 veces con 200uL de tampoén de
lavado para eliminar todo lo que no se haya unido. En este momento,
afiadimos 100uL del anticuerpo primario con una dilucién 1:1000. En este
caso utilizamos los anticuerpos que se unen especificamente a las
distintas subunidades de NF-kB. Se cubre la placa y se deja 1 hora a
temperatura ambiente sin agitacion. Transcurrido este tiempo, se desecha
el anticuerpo y se lava 3 veces con 200uL de tampon de lavado: de esta
forma, se elimina cualquier resto que puede quedar del anticuerpo. Una
vez lavados los pocillos, se afiaden 100ul del anticuerpo secundario HRP-
conjugado con una dilucién 1:1000 diluido en tampén de union a
anticuerpos. Se cubre la placa y se incuba 1 hora a temperatura ambiente
sin agitacion. Durante este tiempo, los anticuerpos secundarios se uniran

al primario consiguiendo asi una amplificacion de sefial. Una vez pasada



Materiales y métodos

la hora, se desecha el sobrenadante y se vuelve a lavar 3 veces con
200uL de tampon de lavado para eliminar los restos de anticuerpo que
pudieran quedar. Por ultimo, se afiaden 100uL de solucion de revelado y
se incuba la placa sin que le de la luz directa hasta que el color amarillo
de la solucion vira a azul. Una vez esto ocurre, se le afiaden 100uL de
solucion de parada de la reaccion se lee en 5 minutos a 450nm y a
655nm, que es la longitud de onda de referencia.

4===  Revelador
(\ :
Luminiscencia
-%
Esquema de la

= técnica de
w— ELISA.

Figura  111.1.

JFP 2010

2.11. Electroforesis en Geles de Poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) vy
Western Blotting.

2.11.1. Fundamento
La electroforesis es una técnica que se utiliza para la separacion de
moléculas segun la movilidad de estas en un campo eléctrico. Para la

separacion de proteinas, generalmente se usa el SDS-PAGE “Sodium
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Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis” (electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico). Este método se basa en
la separacion de proteinas desnaturalizadas segun su peso molecular.
Para ello se aflade a las muestras el detergente SDS y el agente reductor
B-mercaptoetanol. EI SDS es un detergente anionico capaz de eliminar
las estructuras secundaria y terciaria de las proteinas y que ademas
confiere una carga negativa a cada proteina en proporcion a su masa,
mientras que el B-mercaptoetanol se utiliza para la desnaturalizacion de
los enlaces disulfuro, ya que estos no se ven afectados por el SDS. Al
afadir estos dos compuestos quimicos asumimos que la distancia de
migracion de las proteinas en el gel esta directamente vinculada sélo al
tamafo de la proteina desplegada (longitud de su cadena, nimero de

aminoacidos o masa molecular).

2.11.2. Protocolo

Para detectar la expresion tanto de p65 como de p50 se cargaron 20ug
de proteina nuclear en geles discontinuos al 12% de Acrilamida
(29:1Acrilamida:Bisacrilamida) con un 0,1% de SDS, sobre los que se
aplicé un campo eléctrico de voltaje constante de 100 Voltios durante el

tiempo necesario para la correcta separacion de las proteinas en tampoén

Tris-Glicina
Anticuerpo Casa NE Pm (KDa) Dilucién (25 mM Tris,
Comercial | catalogo

2 200 mM

NF-KB p65 Cell 3034 65 1:1000
Signaling Glicina, 0,1%,

NF-KB p105/p50 Cell 3035 50 1:1000
Signaling SDS, pH 8,3)

Anti-rabbit IgG Cell 7074 NV 1:1000
HRP linked Signaling Una vez

finalizado el
desplazamiento electroforético el gel se tranfiera a una a una membrana
de Nitrocelulosa (Schelider & Schuel, USA), mediante electrotransferencia
en condiciones hiumedas por medio del sistema Miniprotean Il (Bio-Rad,
USA). A este proceso se le denomina Western Blotting. El proceso se
desarrolla durante 60 minutos, a una temperatura de 4°C para evitar
sobrecalentamiento y una intensidad constante de 240 mA en tampon de
transferencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina, Metanol 20% v/v, pH 8,3).
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Tras las tranferencia se incuban las membranas durante 10 minutos a
temperatura ambiente en tampon de bloqueo, que contiene 5% de BSA
p/vy 0,1% de Tween-20 en 1XTBS (20 mM Tris, 137 mM NacCl, pH 7,6).

Este paso permite evitar uniones inespecificas del anticuerpo. A
continuacion se realizan 3 lavados de 5 minutos en una plataforma
oscilante con 10-15mL de TBS-T. Una vez se tienen las membranas sin
restos de tampon de bloqueo, se incuban con el anticuerpo primario
diluido en tampon de bloqueo durante toda la noche a 4°C con agitacion.

Al dia siguiente, se realizan otros 3 lavados de 5 minutos con 15mL de

TBS-T con agitacion y tras esto las membranas se incuban durante 60

minutos
con el Peréxido Figura I11.2. Reacci6n de la
. peroxidasa
antlcuerpo +
: Luminol
secundario HRP
. Ac2
conjugado g —— —
Luminiscencia s § Las bandas
CO n 8 re;f:;lg;n;ssa la
i \ || - proteina de interés
peroxidada NR-kE
JFP 2010
de rébano

y anti-lgG de conejo en el tampén de bloqueo. Generalmente la dilucion
gue se utiliza es 1:1000. Una vez transcurrido el tiempo se vuelve a lavar
la membrana 3 veces con lavados de 5 minutos en 15mL de TBS-T. Una
vez quitados los posibles restos de anticuerpo y de solucién de bloqueo,
se incuba la membrana durante un minuto con la solucién reveladora
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate de la marca Pierce
capaz de detectar la peroxidasa de rabano (figura 111.2) e inmediatamente
después se expone en un digitalizador de imagen de la marca Fujifilm que
lleva integrado el programa Image Gauge 4.0 con el que se puede
digitalizar la imagen que se obtiene de la membrana y hacer una
densitometria de bandas que permite hacer una valoracion

semicuantitativa de la cantidad de proteina presente en la muestra.
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Extraccion de ARN total de parafinas.
2.12.1. Fundamento.

El analisis de acidos nucleicos se ha convertido en una herramienta
muy importante en el diagnéstico e investigacion en biologia molecular.
Actualmente, sobretodo para estudios retrospectivos, el material mas
comunmente analizado son los tejidos embebidos en parafina. EI material
biol6gico conservado de esta forma constituye una fuente incalculable de
informacion, sin embargo, la obtencién de ARN a partir de este tejido es
bastante complicada debido a que ha estado expuesto a degradacion. Es
por esto que existen en el mercado diversos kits de extraccion exclusivos
para este tipo de muestras. Tras varias pruebas con distintos Kkits
comerciales, optamos por el “RecoverAll Total Acid Nucleic Isokation Kit”

de Ambion ya que fue el que nos proporcioné mejores resultados.
2.12.2. Protocolo

La extraccion se hizo a partir de cortes entre 5y 10 uM de bloques de
parafina y a partir de cortes longitudinales de tejido que se habian
seleccionado previamente por ser tener una buena representatividad del
tumor o por tratarse de tejido adyacente. En todo caso, los tejidos se

desparafinan con 2 bafios de xileno 100% para la eliminaciéon de los
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reactivos de fijacion. Una vez tenemos el tejido desparafinado, se lava
con etanol 100% para eliminar los restos de xileno que podriamos
encontrar. A cada muestra se le afiade proteasa y un tampdn de digestién
gue en nuestro caso dejamos durante 1 hora a 50°C seguido de 15 min a
80°C. A este homogenado se le afiade un tampon de aislamiento que que
se filtra a través de una membrana donde que debido a las condiciones
del tampdn se unen especificamente todos los acidos nucleicos de la
muestra mientras que otros componentes como sales y proteinas no. Tras
esto se lava la membrana con tampdénde lavado 1 y tampoén de lavado
2/3. En este punto se procede a eliminar el ADN unido al filtro mediante
una digestion de 30 minutos con DNase. Tras esta digestion, se procede
a la eliminaciéon de los fragmentos de ADN mediante pasos secuenciales
de lavado con tampdn de lavado 1 y tampon de lavado 2/3. Finalmente, el
ARN purificado se separa de la columna mediante agua libre de
nucleasas y la muestra se guarda a -80°C. La concentracion y pureza del
ARN se midi6 mediante NanoDrop 2000.

Extraccion de ARN total de células.
2.13.2. Fundamento

Uno de los aspectos mas importante en al aislamientos de acidos
nucleicos y proteinas es prevenir su degradacion durante el
procedimiento. Para evitar esto, utilizamos el kit de extraccion “Total
DNA, RNA and protein isolation” comercializado por Macherey-Nagel. En
este kit, las células son lisadas por incubacién en una solucién que
contiene gran cantidad de sales caotrépicas que inactivan virtualmente
cualquier enzima. Ademas, permite la separacion de los acidos nucleicos
de las proteinas en un simple paso de centrifugado a través de una
membrana donde se unen especificamente los acidos nucleicos dejando
pasar a las proteinas. De esta forma se pueden conseguir de una misma

muestra tanto acidos nucleicos como proteinas totales purificadas.
2.13.3. Protocolo

Una vez las células se tripsinizan, éstas se incuban en una solucion
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gue contiene iones caotropicos y B-mercaptoetanol para proceder a su
disgregado. Se vortea y una vez tenemos obtenemos el extracto celular,
se aflade a una columna y se centrifuga a 11000g, 1min. De esta forma
se separan los acidos nucleicos y las proteinas de todo el material
sobrante tales como acidos grasos, que se quedan en la membrana. A
este lisado se le afiaden 350 pL de etanol absoluto para ajustar las
condiciones de union de ARN vy se filtra mediante otra membrana
diferente que une acidos nucleicos dejando pasar a las proteinas. En
este punto, podemos guardar el filtrado para obtener proteinas y extraer
ARN de la columna. En el caso del ARN, se hace un paso de lavado y se
aflade rDNase que degrada el ADN. A partir de aqui, se hacen tres
lavados para eliminar los posibles restos de ADN y finalmente se afiaden
60uL de agua a la columna para solubilizar el ARN, se centrifuga a
11000g, 1 min. y se guarda a -80°C hasta su posterior uso. La
concentracion y la calidad de las muestras se midieron mediante la
tecnologia Agilent y se llevé a cabo en la Unidad de Analisis Multigénico,
UCIM/INCLIVA/Hospital Clinico de Valencia bajo la supervision de la Dra.
Eva Serna.

Retrotranscripcion.
2.14.1. Fundamento

Antes de analizar la expresion de genes es necesaria la retranscripcion
de ARN a cDNA, ya que esta ultima molécula es mucho mas estable y
nos permite evitar en gran medida la degradacién debida a la
conservacion y la manipulacion. En nuestro caso, utilizamos el RT? “First
Strand Kit” (Qiagen) en el caso de muestras que se iban a utilizar con
SABiosciences’ RT?2 Profiler™ PCR Arrays ya que ha sido
especificamente disefiado y optimizado para el andlisis de la expresiéon de
genes con este kit y con “cDNA Archive Kit” de Applied Biosystems para
las muestras analizadas mediante “Tagman”. En ambos casos la reaccion
se llevo a cabo en un termociclador “GeneAmp PCR System 9700” de

Applied Biosystems.
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2.14.2. First stand kit. Protocolo.

Brevemente, se prepara el “DNA elimination mixture”: 1ug de ARN total
de la muestra mas 2uL de 5x gDNA elimination buffer hasta un volumen
de 10uL y se incuba a 42°C durante 5minutos. Durante este tiempo se
prepara el “RT cocktail’. Por muestra seria: 4uL BC3 (5x RT buffer 3), 1uL
P2 (Primer and external control mix), 2uL RE3 (RT Enzyme mix) y 3uL de
H,O. Esta mezcla se afiade al “Genomic DNA Elimination Buffer’” y se
incuba a 42°C exactamente 15 minutos e inmediatamente se para la
reaccion calentando a 95°C durante 5 minutos. A esta reaccion se le
afiade 91pL de H,O y se congela a -20°C.

2.14.3. cDNA Archive Kit. Protocolo.

En nuestro caso se afiadi6 a cada 200ng de muestra 10X Reverse
Transcription Buffer, 25x dNTPs, 10X Random primers y MultiScribe
Reverse Transcriptase 50U/uL y agua libre de nucleasas hasta un

volumen de 50 pL y se incubaron 10 min a 25°C y 120 min a 37°C.

Control de calidad del ARN: RT > RNA QC PCR Array.
2.15.1. Fundamento

Este paso permite saber la calidad del ARN antes de la caracterizacion
mediante el RT? Profiler™ PCR Array. Este array contiene distintos
controles de la PCR que son:

Pocillo Control para

Dos genes "housekeeping” (HET, HKZ) Integridad del ARRM

Contral de ADMN gendmico (GDC) Contaminacién de ADMN gendmico
Control de la transcripcion no inversa (MRET) Contaminacion de ADMN gendmico
Control sin plantilla (NTC) Contaminacidn de ADN no especifica.
Control de la transcripcion inversa (RTC) Inhibicion de la transcipcion inversa
Control positivo de la PCR (PPC) Inhibicidn de la amplificacién de la PCR
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El fallo de cualquiera de estos controles podria resultar en falsos
negativos o positivos en la PCR posterior.

2.15.2. Protocolo

Se prepara en un tubo de 1,5mL las siguientes mezclas y afiadir a los
pocillos de una placa de 96:

IMezcla experimental 1 Volumen [Pocillos

2z S Bioscience PCE Master Mix |75 pL

DA 5 L

4AEL0 59 L

Veolumen total 150 1L 23Ul Lipocille. Filasde Aa E
IMezcla experimental 2

2x SABioscience PCR Master Mix |45 L

ddH,0 451

Wolumen total 80 L 25 Lipocille. Filas Gy H
Mezcla experimental 3

Dilucidn 1:100 AR total 1L

Mezcla experimental 2 24 L

Volumen total 25 1L 25 L fpocille. Fila F

Una vez afiadidas las mezclas, se pone la placa de 96 pocillos en el
termociclador (ABI 7900HT, Applied Biosystems) y se usa el siguiente
programa en 2 pasos:

1 ciclo 10 minutos, 95°C,
40 ciclos 15 segundos 95°C y 1 minuto a 60°C.

Una vez tenemos realizada la reacciébn, se comprueba que las
muestras estan en buenas condiciones y si se pueden utilizar para el
siguiente paso, que seria el RT? Profiler PCR Array.
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2.16. RT? Profiler PCR Array Human NF-kB Signaling Targets
2.16.1. Fundamento

El “Human NF-kB signaling Targets RT? Profiler PCR Array”
(SABiosciences) perfila la expresion de 84 genes que responden a las
sefales de transduccion de NF-kB. Este array incluye los factores de
transcripcion de NF-kB y genes diana identificados en diversos estudios.
En nuestro caso se analizaron mediante esta técnica la expresion de los

genes de la tabla 111.2.

ADM AGT AKT1 ALDH3A2 BCL2A1 BCL2L1 BIRC2 BIRC3 Cc3 C4A CCL2 CCL22
CCL5 CCND1 CCR5 CD40 CD80 CD83 CDKN1A CFB CSF1 CSF2 CSF2RB CSF3
CXCL1 CXCL10 CXCL2 CXCL9 EGFR EGF2 F3 F8 FAS FASLG GADDA45B ICAM1
IFNB1 IFNG IL12B IL15 IL1A IL1B IL1IR2 ILIRN IL2 IL2RA IL4 IL6
IL8 INS IRF1 LTA LTB MAP2K6 MITF MMP9 MYC MYD88 NCOA3 NFKB1
NFKB2 NFKBIA NQO1 NR4A2 PDGFB PLAU PTGS2 REL RELA RELB SELE SELP
SNAP25 SOD2 STAT1 STAT3 STAT5B TNF TNFRSF1B | TNFSF10 TP53 TRAF2 VCAM1 XIAP
B2M HPRT1 RPL13A GADPH ACTB HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC

Tabla I11. 2. Genes incluidos en el “Human NF-kB signaling Targets RT? Profiler PCR Array”
2.16.2. Protocolo

Primero se prepara la mezcla de los reactivos, que incluye 2x
SABioscience RT? gPCR Master Mix y el cDNA en agua. A cada pocillo
se le anaden 25uL de este tampodn de reaccion y se pone la placa en un
termociclador con real-time (en nuestro caso ABI 7900HT, Applied

Biosystems.) El programa utilizado es:
1 ciclo 10 minutos, 95°C,
40 ciclos 15 segundos 95°C y 1 minuto a 60°C.
Paso de disociacion.

El programa te da los Ct que mas tarde se analizaran para saber la

expresion.
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Cada control y cada muestra fueron medidos por duplicado y mas tarde
se validaron los genes de interés por Tag-man Real-time. La cantidad
estimada de transcrito fue normalizada con los ARNm de NADPH, B2M,
HPRT1, RPL13A y ACTB y los resultados se expresan en porcentaje gen
de interés/ARNm de los genes control. Para el andlisis de los resultados
se utilizé el programa “RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5”
de SABIOSCIENCE.

Pre-amplificacion de cDNA
2.17.2. Fundamento

En el caso de muestras de ARN/cDNA que provenian de parafinas,
realizamos un paso de pre-amplificacion anterior a la amplificaién
propiamente dicha para enriquecer la muestra de cDNA. Debido a la
degradacion de ARN su cantidad en muestras embebidas en parafina es
pequefia por lo que para poder detectarla mas tarde mediante RT PCR,
se realiza este paso.

2.17.2. Protocolo

En nuestro caso, utilizamos 2X de TagMan PreAmp Master Mix de
Applied biosystems, 20X de las diferentes sondas de interés y 250ng de
cDNA y agua hasta un volumen total de 25uL. Cada mix con la muestra
se puso en un pocillo de una placa de 96 y se llevé a cabo la reacciéon de
amplificacion mediante el siguiente programa: 95°C, 10min; 14 ciclos de
(95°C, 15seg. Y 60°C a 4min). Una vez amplificadas las muestras se

congelaron a -20°C para su mantenimiento y posterior utilizacién.

Amplificacion cuantitativa del ARN (PCR en tiempo real)
2.18.1. Fundamento

La PCR cuantitativa o PCR en tiempo real es una variante de la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizada para amplificar y


http://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_en_cadena_de_la_polimerasa
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simultdneamente cuantificar de forma absoluta el producto de la
amplificacion de acido desoxirribonucleico (ADN). En nuestro caso
partimos de cDNA, es decir de ADN complementario obtenido a partir de

ARN mediante retrotranscripcion.
2.18.2. Protocolo

Primero se afiadio a la master mix 2X (Applier biosystems) la sonda de
interés, agua y el cDNA hasta un volumen final de 10 o 20uL
dependiendo del ensayo. Tras esto se llevd a cabo la reaccién de
amplificacion mediante el programa estandar de la Real-Time PCR cuyas
condiciones son: 1 ciclo de (2min a 50°C, 10min a 95°C); 40 ciclos de
(15seg. 95°C, 1min a 60°C). La fluorescencia se midio al final de cada
ciclo. Cada muestra se analiz6 por triplicado y se calculé la expresion

génica normalizada con un control endégeno (GADPH).

2.19. Andlisis estadistico de los resultados

En todos los casos la significancia estadistica se evalué con los programas

SPSSy STATgraphics si no se establece lo contrario.

Para el andlisis estadistico de los resultados en experimentos con células,
se realizé en un primer lugar el andlisis de la varianza. La hipétesis nula fue
aceptada para todos los valores de aquellos grupos en los cuales F no fue
significativa para un p-valor <0,05. En los grupos en los que F fue
significativa se analizo la significancia estadistica mediante el test de la t de
student. Los resultados se expresan como media * desviacion estandar. En
lineas celulares se realizaron al menos 3 experimentos independientes. El un

p valor de menos de 0,05 se consideré estadisticamente significativo.

Para determinar el punto de corte 6ptimo para las muestras de NF-kB se

utilizé el analisis por regresion.

79


http://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_qu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico

Materiales y métodos

80

Debido a la variabilidad existente entre muestras de origen humano
nuestros datos no se ajustaban a la normal por lo que el tratamiento
estadistico se realizd en los casos de muestras parafinadas y congeladas
mediante pruebas no paramétricas para muestras independientes. Para ello
se utilizaron los tests Krustal-Wallis y U de Mann-Whitney. La supervivencia
acumulativa fue analizada mediante el método Kaplan-Meier y las diferencias

en las curvas de supervivencia se comparararon por el test log-rank.

En todos los casos se consideraron dos niveles de significacion: uno

cuando p<0,05 y otro cuando p<0,01

En el caso del andlisis de ARN cada muestra tanto celular como parafinada
fue medida por triplicado mediante PCR en tiempo real (RT-PCR). Para el
andlisis cuantitativo de los resultados de la PCR se determind el numero de
copias relativas calculadas como: nimero de copias= 2" [donde X = AC;
(para grupo control) - AC; (para grupo experimental)] y se compararon
tratamiento versus no tratamiento en caso de células y tumor versus no
tumor en caso de muestras parafinadas. La cantidad estimada de transcrito
se normalizd utilizando los datos de expresion del ARNm de GADPH,
HPRT1, B2M, RPL13A en el caso del array de expresion y GADPH y HPRTL1
en el caso de la RT-PCR realizada mediante la técnica tagman. De esta
forma se compensaron las variaciones debidas a a la calidad o la cantidad
del ARNm del que partiamos y las diferencias en la eficiencia de la
transcriptasa inversa. Los datos de las figuras indican la media + desviaciéon
estandar y fueron analizados por el test de la t-student. Un valor-p <0,05 se
consider¢ estadisticamente significativo. En el caso de los arrays se ultilizo el
programa “RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5" de
SABIOSCIENCE para su andlisis. Las agrupaciones de muestras y la
visualizacion de figuras se realizaron mediante el programa J-Express 2.0
(162, 163).

Para la interpretacion funcional de los genes utilizamos la herramienta
Profiling of complex functionality (ProfCom) (164) que esta disponible en la

pagina http://webclu.bio.wzw.tum.de/profcom/start.php
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Resultados

1. Caracterizacion de NF-kB en lineas celulares de mama tratadas con

doxorubicina.

1.1. Sensibilidad de las lineas celulares SKBR3, MDAMB468, MDAMB231 y
BT474 al tratamiento con doxorubicina a diferentes concentraciones.

El efecto citotoxico del farmaco antitumoral doxorubicina se examind en
cuatro lineas celulares derivadas de cancer de mama: SKBR3, MDAMB468,
MDAMB231 y BT474 mediante el ensayo de viabilidad MTT. Los resultados
(figura IV.1) muestran que la doxorubicina ejerce un efecto citotdéxico en las
cuatro lineas celulares que es dependiente de la concentracion. No obstante se
observan diferencias entre las distintas lineas siendo el efecto a bajas
concentraciones mas acusado en MDAMB231 y SKBR3. Mas especificamente,
la linea SKBR3 parece muy sensible al tratamiento ya que a una concentracion
de 1uM durante 24h la viabilidad baja aproximadamente un 70%, mientras en el
caso de MDAMB231, MDAMBA468 y BT474 tan solo lo hace entre un 20-30%.
Con la linea MCF7 también se realiz6 una curva de viabilidad a
concentraciones de 0-0,25-1-2,5-5-10-25 y 50 uM. Los resultados fueron
similares (dato no mostrado). A partir de estos resultados, se optd por utilizar

la concentracion 5uM para los experimentos siguientes.

140

120 = MDAMB231
m MDAMBA68
100 A m SKBR3

mBT474
80

60

40

Viabilidad celular (% del control)

20

0 0,1 1,0 2,0 5,0 10,0 20,0 50,0 100,0 200,0

Concentracion de doxorubicina (uM)

Figura IV.1. Efecto citotdxico a las 24h del farmaco doxorubicina a distintas concentraciones calculado
mediante MTT. La media y la desviacion estandar son de 3 experimentos independientes.
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1.2. Determinacion de la uniéon NF-KB-ADN tras el tratamiento con

doxorubicina 5uM a distintos tiempos.

Se determind en las lineas SKBR3, MCF7 y MDAMB231 mediante ELISA la
union de las subunidades p65, p50, p52, c-rel y relB al ADN tras el tratamiento
con doxorubicina con una concentracion de 5uM a 2, 6 y 22 horas.
Observamos que los niveles de NF-kB a las 2h de tratamiento con doxorubicina
eran practicamente idénticos al caso control cuyos valores utilizamos para
homogeneizar los datos. A las 6 horas de tratamiento con doxorubicina los
niveles de la subunidad p65 aumentaba en las 3 lineas y relB en MCF7 y
MDAMB231 en comparacion con 2 horas mientras que a las 22 horas, si bien
su nivel continuaba siendo mayor que a las 2 horas, disminuia en comparacion
con 6 horas, lo que deberia corresponderse con su salida del nucleo. En el
caso de SKBR3 la cantidad de p52 fue indetectable en todos los casos y
debido a la alta mortalidad detectada a las 22 horas, no tenemos datos para

este punto (figura IV.2).
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S 0 +——— = S o+ | mw U buw | e [ b | B 00
2h 6h 22h 2h 6h 22h
Tiempo de tratamiento Tiempo de tratamiento
SKBR3 Figura IV.2. Cantidad relativa de las

450 . ngi subunidades p65, p50, p52, c-rel, relB unidas a
€ 400 | ap ADN en el nucleo respecto a control a 2, 4 y
= 400 oc-rel o
£ 350 - OrelB 22 horas tratadas con doxorubicina 5uM. Los
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g 150 | MediatSD. Los puntos son la media de al
§ 100 1 menos 3 experimentos independientes.
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1.3. Determinacién de la unién NF-KB/ADN tras los tratamientos con
doxorubicina 5pyM y el inhibidor MLNZ20.

Se trato a la linea celular MDAMB231 con doxorubicina 5uM, el inhibidor de
NF-kB MLN20 100nM y doxorubicina SpyM mas MLN20 100nM durante 24
horas y se procedié a la extraccion de proteinas nucleares y medicion de la
unién de las subunidades p65, p50, p52, c-rel y relB al ADN mediante ELISA
(figura IV.3). Primero se comprobdé que el tratamiento con MLN20 no
modificaba ninguna de las subunidades por si mismo. Se observd asimismo
que el tratamiento con doxorubicina aumentaba p65, p50 y en menor medida
relB respecto a control mientras no modificaba la union de c-rel y relB. El
tratamiento conjunto doxorubicina mas MLN20 disminuia al menos en parte el
efecto de la doxorrubina aunque los niveles continuaron siendo
significativamente mas altos en p50 y p65 respecto a tratamiento solo son
doxorubicina. Respecto a las subunidades p52 y c-rel no se observaron

diferencias significativas con ninguno de los 3 tratamientos respecto a control.

500 ~
450 ~
400 ~

= Control

350 - = Dox
MLN20

300 ~ = MLN20+dox

250
200
150
100

50

p65 p50 p52 c-rel relB

Figura IV.3. Cantidad relativa en el nlcleo de las subunidades p65, p50, p52, c-rel y relB tras tratamiento
con doxorubicina 5uM y del inhibidor de NF-kB MLN20 en MDAMB231. p50 y p65 aumentan con el
tratamiento, mientra que MLNZ20 no tiene efecto sobre ellas. Con el tratamiento doxorubicina+MLN20 se
inhibe la unién de las subunidades pero no llegan a bajar al nivel basal. *Control vs doxorubicina p<0,05;
#Doxorubicina vs Doxorubicina+MLNZ20 p<0,05. Los datos estan expresados como mediatSD (n=3)
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2. Determinacién de la activacion de NF-kB en muestras de tejido.

2.1. Determinacion de la calidad y la fraccion tumoral de las muestras

congeladas.

Debido a que las muestras congeladas fueron recogidas durante varios afios
en distintas condiciones de extraccion y conservacion procedimos a determinar
su fraccién tumoral y su calidad antes de su utilizacion. Para ello optamos por
realizar preparaciones de OCT de las muestras congeladas disponibles que
mas tarde se cortaron, tifieron con la tincibn hematoxilina-eosina y se
observaron al microscopio. De esta forma pudimos establecer tanto la fracciéon
tumoral como su estado de conservacion, para lo que tuvimos en cuenta
estado de degradacion, presencia de necrosis y estado de compactacion de las
células. De los aproximadamente 450 tumores analizados, tan solo se
consideraron Optimos 164, que fueron los que se procedieron a analizar

mediante las diferentes técnicas posteriores.

2.2. Medida semicuantitativa de las subunidades p65 y p50 en el nucleo
mediante western blot. Validaciéon del ELISA.

Para comprobar la cantidad relativa de p50 y p65 en el nucleo de células
tumorales de pacientes de cancer de mama, seleccionamos 20 muestras de
las que en 11 se midi6 la subunidad p65 y en 9 la subunidad p50 mediante la
técnica de “western blot”. Los niveles de p65 y p50 de estas muestras se
compararon con los valores obtenido por ELISA obteniendo resultados
similares (tabla IV.1). Los extractos nucleares utilizados provenian de las
mismas muestras pero de diferentes extracciones. Respecto a las divergencias,
en el caso de la subunidad p50 para la muestra 1394 los valores diferentes se
pueden deber a que la fraccion tumoral del tejido usado para Western Blot fue
70%, mientras que la fraccién tumoral de la muestra utilizada para ELISA fue
0% ya que procedian de 2 fracciones diferentes del mismo tumor. En el caso
de los valores de p65 para muestra 5877 la diferencia podria deberse también

a que al tratarse de distintas extracciones se hubiera extraido de diferente
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tejido tumoral o que debido a que el western blot es una técnica menos
sensible no se haya podido detectar, si bien en este caso concreto no tenemos
datos. En caso del ELISA se tomd como positivo el percentil mayor de 75% y
negativo el menor de 25% para los valores del ELISA. En el caso de Western
blot se consider6 positivo si se observaba proteina en la membrana y negativo
cuando se observaba muy poca o nada. En todo caso la convergencia entre
datos entre western blot y ELISA fue del 90%.

wB ELISA wB ELISA
Muestra |p65 p65 Muestra |p50 p50
4468 + + 969 + +
4670 + + 1010 - -
4677 + + 1144 + +
5159 - - 1394* + -
2410 - - 2639 . -
5740 + + 3116 . -
3BT - + 3181 - -
6252 + + 3773 + +
5270 + + 4227 + +
7481 - -
7677 - -

Tabla 1V.1. Comparacién de los resultados para las subunidades p65 y p50 mediante las técnicas de
ELISA y western blot.

Una vez validada mediante Western-blot la técnica de ELISA para la
determinacion de la activacion de las diferentes subunidades de NF-kB se
procedio al analisis de los datos en funcién de las diferentes caracteristicas de

las muestras estudiadas.

2.3. Determinacion de la unién NF-kB/ADN en tejido tumoral respecto a

no tumoral.

Se compararon los valores de las distintas subunidades de NF-kB mediante
ELISA en muestras de tejido mamario no tumoral y muestras de tejido mamario
tumoral (fraccién tumoral mayor del 50%) en ambos casos provenientes de

pacientes de cancer de mama. Se observdé que en cuatro de las cinco
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subunidades (p65, p50, p52 y relB) se encontraban diferencias significativas
que en todos los casos estaban relacionadas con un aumento de la union al
ADN de la subunidad en tejido tumoral (figura 1V.4), siendo el rango de las
medias para p65, p50, p52, c-rel y relB en tejido no tumoral 34,38, 30,63,
28,06, 44,13 y 71,84 y para tejido tumoral 79,89, 80,34, 79.61 77,39 y 68,62

respectivamente.

p=0,0001

N

p50

A N

Figura 1V.4. Box-plot de A) p65, B) p50, C) p52 y D) relB para muestras de tejido no tumoral vs.
fraccion tumoral > 50%. El analisis se realizé por Krustal-Wallis. TA: tejido adyacente no tumoral n=16;
TT: tejido con > 50% de fraccién tumoral n=127.
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2.4. Diferencias en la unién NF-kB/ADN entre carcinomas ductales
infiltrante e in situ.

Se realiz6 el analisis de la activacion de las subunidades de NF-kB
dependiendo de la habilidad de los carcinomas ductales de infiltrar tejido
adyacente. Los resultados mostraron que las subunidades p52, c-rel y relB se
encontraban en mayor medida unidas a ADN cuando el carcinoma era
infiltrante en comparacién con carcinomas in situ (figura IV.5), mientras que no
se encontraron diferencias significativas en p65 y p50. Los p-valores fueron
0,008 para p52 con una activacién 50,75% mayor en CDI que en CDIS, 0,019
para c-rel con valores de activacion 47,78% mayores para CDI que para CDIS y
0,01 para relB con valores de activacion para CDI 48,78% mayores que para
CDIS. Estos datos sugieren que p52, c-rel y relB estan asociados a la

capacidad del tumor de invidir tejidos adyacentes.
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2.5. Determinacién de la union NF-kB/ADN en tejido tumoral respecto a la

afectacion de los n6édulos ganglionares.

Se examing la relacion entre la afectacion de los nédulos ganglionares en el
diagnostico y la activacion de NF-kB en carcinomas infiltrantes. Los resultados
mostraron una diferencia estadisticamente significativa en la activacion de la
subunidad relB cuyos niveles se incrementaban un 25,37% (p=0,016) cuando
los nddulos linfaticos estaban afectados (figura IV.6). Debido a que la mayoria
de las muestras tumorales utilizadas son histolégicamente CDI, se llevo a cabo
el analisis de este subgrupo separadamente. Los resultados para CDI
mostraron una diferencia significativa en la activacion de las subunidades relB y
p65 cuyos niveles se incrementaban un 36,47% (p=0,003) y 26,74% (p=0,033)
respectivamente cuando los nédulos linfaticos estaban afectados (figura IV.7).
No se encontraron diferencias significativas para las subunidades p50, p52 y c-
rel en relacion con invasion ganglionar, si bien observamos una tendencia para
p50 en carcinoma ductal infiltrante en el cual valores mayores de p50

correlacionaban con ganglios afectatos (p=0,086).

051 p=0,016
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Figura IV.6. Activacion de relB en funcion de la
afectacion ganglionar en el diagnostico en el grupo
carcinomas infiltrantes. n=34 en grupo de ganglios no
afectados y n=86 en grupo de ganglios afectados.
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Figura IV.7 .Activacién de las subunidades p65 y relB en funcion de la afectacion ganglionar en el
momento del diagndstico en carcinoma ductal infiltrante. n=25 en grupo de ganglios no afectados y n=68
en grupo de ganglios afectados. A) p65; B) relB.

2.6. Determinacion de la uniéon NF-kB/ADN en tejido tumoral en funcién
del tamafio del tumor en el diagndstico.

Para determinar si el estado de desarrollo del tumor estaba relacionado con
la activacion de NF-kB, se compararon los valores obtenidos con el tamafio
tumoral. En el analisis general con todas las muestras de tipo infiltrante
independientemente del tipo histologico se observé que a mayor tamario, los
valores de relB aumentaban [p=0,019; los valores de activaciéon de relB para T3
(n=16) fueron un 5,64% mayores que para T2 (n=68) los cuales fueron un
39,43% mayores que para T1 (n=17)] (figura IV.8.A).

Tal como se hizo con la afectacion de los nédulos ganglionares, realizamos
un nuevo analisis utilizando especificamente el tipo histologico carcinoma
ductal infiltrante. Interesantemente, los resultados teniendo en cuenta solo CDI
no solo preservaban la relacion de relB con el tamafio tumoral sino que ademas
aumentaba la significancia. Se obsevo que el incremento en la activacion de
relB era dependiente del tamafio tumoral (p=0,004) con valores de activacion
para T3 (n=12) un 13,93% mayores que para T2 (n=52) que a su vez fueron
51,57% mayores que para T1 (n=12) (figura 1V.8.B). Respecto a la activacion
de p65, p50, p52 y c-rel no se encontraron diferencias significativas. Estos
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datos junto a los anteriores de afectacion ganglionar sugieren que relB esta

relacionado con el desarrollo del tumor.

0.5 . p=0,019 06 p=0,004
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Figura IV. Tamafio tumoral en el momento del diagndstico. A) Carcinomas. N=17 si tamafio < 2cm,
n=68 si tamafio >2 y <5cmy n=16 si tamafio > 5cm. B) Carcinoma ductal infiltrante. N=12 si tamafio <
2cm, n=52 si tamafio >2 y <6cm y n=12 si tamafio > 5cm.

3. Relacién entre la evolucién de las pacientes tras el tratamiento y los

niveles de activacion de las subunidades de NF-kB.

Se estimd la probabilidad de recidiva de las pacientes tras el tratamiento
segun los valores de las diferentes subunidades de NF-kB, no encontrando
diferencias significativas respecto a la supervivencia exceptuando la relacion
gue mas abajo se describe de pacientes con receptores de estrégenos
positivos y tratamiento con el inhibidor hormonal tamoxifeno junto a
doxorubicina. En general se considera que la doxorubicina no afecta a los
receptores hormonales, por lo que solo se tuvo en cuenta el tratamiento con
tamoxifeno (165-167).
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Probabilidad de PLE

3.1. Recidiva en pacientes segun receptores hormonales.

Resultados

A partir de los datos de receptores hormonales tanto de estrégenos como de

progesterona, se estimo la probabilidad de recidiva de las pacientes tras la

cirugia. Observamos que pacientes negativas para receptores de estrégenos o

progesterona tenian mayor probabilidad de recidiva tras la cirugia que aquellas

que eran positivas (p=0,001 y p=0,011 respectivamente) (figura IV9 Ay B) y

que ésta no solo se mantenia sino que ademas aumentaba si ambos

receptores eran negativos (datos no mostrados, p=0,0002). Ademas, al agrupar

las muestras en 3 grupos dependiendo si eran positivas 0 negativas para

ambos receptores o solo tenian uno de ellos positivo observamos que

pacientes con solo uno de los receptores positivo formaban un grupo

intermedio (p=0,0009) (figura 1V.9.C).
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Figura 1V.9. Receptores de estrégenos vy
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3.2. Asociacion de la activaciéon de NF-kB con receptores de estrogenos y

progesterona en carcinomas tratados con tamoxifeno.

En el analisis general de la relacion de receptores de estrégenos y
progesterona segun la unidbn NF-kB/ADN no obtuvimos ningun resultado
significativo. Sin embargo, al analizar la relacion entre la activacion de las
diferentes subunidades de NF-kB y la supervivencia tras la cirugia en el grupo
de pacientes positivas para receptores de estrogenos tratadas con tamoxifeno y
doxorubicina con al menos 5 afios de seguimiento se observd que niveles
mayores de activacion de p52 y relB estaban asociados a un peor pronostico
con un valor p significativo de 0,0375 para p52 y una fuerte tendencia para relB
con un valor p de 0,0533. Para el andlisis de relB utilizamos 47 muestras de
carcinoma infiltrante agrupadas en valores altos (n=21) y valores bajos (n=26)
de receptores de estrogenos. Para p52 se usaron 43 muestras de carcinoma
infiltrante agrupadas por niveles altos (n=19) y niveles bajos (n=24) de
receptores de estrégenos. Para determinar el punto de corte 6ptimo se utilizd

el andlisis por regresion.
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Figura 1V.10. Asociacion de receptores de estrogenos positivos, NF-kB y tiempo libre de enfermedad
tras la cirugia (PLE). A) Valores altos de relB se asocian a peor pronostico. B) Valores bajos de p52 se
asocian a mejor pronostico.

94



Resultados

4. Cambios en la expresion génica en lineas celulares mamarias tras

tratamiento con doxorrubicina.

Se propuso identificar genes cuya expresion se modificaba tras el tratamiento
con el farmaco antitumoral doxorubicina y cuya expresion estaba al menos en
parte mediada por NF-kB. Para llevar a cabo los ensayos se seleccionaron tres
lineas celulares con caracteristicas diferentes: MDAMB231, con receptor de
estrogenos y HER2 negativos, SKBR3, con receptor de estrogenos negativos y
HER2 amplificado y MCF7 con receptores de estrégenos y progesterona
positivos y HER2 negativo. Por nuestros datos previos conociamos que el pico
de activacion de NF-kB tras el tratamiento con doxorrubicina 5uM se
encontraba entre 6 y 8 horas utilizando esta Ultima en los siguientes
experimentos. La variacion de la expresion génica de los loci de interés se
determind mediante un array de expresion comercial y se validé mediante PCR

cuantitativa utilizando sondas tagman.

4.1. Diferencias en el transcriptoma de MDAMB231, MCF7 y SKBR3 tras el

tratamiento con doxorubicina.

El analisis de la expresion diferencial de los genes tras el tratamiento con
doxorrubicina 5uM se realizo mediante el “Human NF-kB signaling Targets RT?
Profiler PCR Array” (SABiosciences). Este array permite perfilar la expresion de

84 genes que responden a las sefiales de transduccion de NF-kB (Anexo 2).

Una vez realizado el andlisis y normalizados los resultados, obtuvimos un
conjunto de genes cuya expresion tras el tratamiento estaba modificada
respecto al control. Entre los loci detectados seleccionamos aquellos cuyo
cambio absoluto era de al menos de 3 ciclos. Observamos que en la linea
celular MDAMB231 existian diferencias en la expresion de 26 genes, de los
cuales 11 estaban sobre-expresados tras el tratamiento y en 15 la expresion
era menor. Teniendo en cuenta estos genes, se realizd el perfil funcional
mediante el programa ProfCom basado en términos de “gene ontology” (GO)

determinando de esta manera que los genes sobre-expresados estaban
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relacionados principalmente con la respuesta inflamatoria y con la sefializacion
célula a célula, ambos procesos asociados a la muerte celular, mientras que
genes asociados a la transduccidén de sefiales y anti-apoptéticos aparecian
disminuidos. En MCF7 obtuvimos diferencias en la expresion de 26 genes, de
los que en 7 aumentaba y en 19 disminuia la expresion. En este caso debido al
bajo nimero de genes con sobre-expresién, no se pudo analizar su perfil
funcional, si bien los genes cuya expresion disminuia estaban asociados con
transduccion de sefales y anti-apoptosis. Por ultimo, en SBKBR3 observamos
diferencias en 32 genes de los cuales 25 aumentaban su expresion tras el
tratamiento y 7 la disminuian. Al analizar su perfil funcional, los genes sobre-
expresados se asociaron con actividades quimocina y citosina, quimiotaxis,
sefalizacion célula a célula y respuesta inflamatoria principalmente.
Interesantemente, mientras que la expresion de genes tras el tratamiento en
general bajaba en las lineas MDAMB231 y MCF7, en SKBR3 el
comportamiento era contrario y en general se observaba un aumento de la

expresion (figura IV.11).

CCL22  IFNG IL4
CD40 IL2 :E;lIgASELP
CcD83 IL6

CDKN1A

FASLG

F8

CCL5 EGR2
CD80 VCAM1

SELE
MDAMB231

Figura IV.11. Genes cuya expresion se ha modificado tras el tratamiento con doxorrubicina en las tres
lineas celulares. En rojo genes que se sobre-expresan, en verde genes cuya expresion disminuye y en
naranja genes que se compartan de manera diferente segln la linea celular. Subrayados los genes que se
utilizaron posteriormente para la validacion de resultados y los ensayos con muestras parafinadas
humanas.
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4.2. Diferencias en el transcriptoma de MDAMB231, MCF7 y SKBR3 tras el
tratamiento con doxorrubicina detectadas por PCR cuantitativa.
Validacion.

A partir de los 48 genes cuya expresion habia sido medida mediante el array
y se habia modificado tras el tratamiento con doxorrubicina en al menos una de
las lineas celulares, seleccionamos 15 para la validacion de la técnica

mediante PCR cuantitativa utilizando sondas tagman.

La seleccion de los genes para su validacion se realiz6 en base a que su
expresion diferencial estuviera relacionada con algun proceso asociado al
cancer y que a su vez se hubiera modificado tras el tratamiento, escogiendo
preferentemente aquellos cuya expresion se encontraba alterada en las tres

lineas celulares y su cambio multiplo fuera mayor de 3 unidades (tabla VI1.2).

Tabla IV.2. Genes validados por sondas Tagman

Nombre Descripcion Referencia GeneBank
BCL2L1 BCL2-like 1 Hs00236329 NM_138578
CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5 Hs00174575 NM_002985
CXCL10 Chemokine (C-X-C motil) ligand 10 Hs99999049 NM_001565
CXCL9 Chemokine (C-X-C motil) ligand 9 Hs00171065 NM_002416
EGFR Epidermal growth factor receptor Hs01076078 NM_005228
IL12B Interleukin 12B Hs01011518 NM_002187
IL4 Interleukin 4 Hs00174122 NM_000589
LTA Lymphotoxin a Hs04188773 NM_000595
MAP2K6 Mitogen activated protein kinase kinase 6 Hs00992389 NM_002758
MMP9 Matrix metallopeptidase 9 Hs00234579 NM_004994
MYC V-myc myelocytomatosis viral Hs99999003 NM_002467
NFKBIA Nuclear factor of K ligth polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor a Hs00153283 NM_020529
SELE Selectin E Hs00174057 NM_000450
TNF Tumor necrosis factor Hs99999043 NM_000594
TRAF2 TNF receptor-associated factor 2 Hs00184192 NM_021138

Al analizar las diferencias en la expresion de estos 15 genes tras el
tratamiento con doxorubicina, observamos que CXCL9 al contrario que en el
array donde si se detectaba aunque a ciclos cercanos a 30, en la validacion
aparecia en las 3 lineas celulares a ciclos muy elevados o no se detectaba
mediante la técnica tagman, por lo que se decidio eliminar este gen del analisis.
Por otra parte observamos que la IL12B e IL4 solo se detectaban en la linea
MDAMB231, donde ambos aumentaban tras el tratamiento. SELE aumentaba

su expresion en las lineas SKBR3 y MCF7 y no se detect6 en MDAMB231,
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CCL5 aumentaba en MCF7 y MDAMB231, MMP9 disminuia en MCF7 mientras
que la expresion de BCL2L1l, EGFR, MAP2k6, MYC, TRAF2 y NF-KBIA
disminuyo, LTA y CXCL10 aumenté y TNF disminuyé en MCF7 y SKBR3 y
aumenté en MDAMB231 tras el tratamiento en las 3 lineas celulares (figura
IV.12). En algunos casos los cambios multiplos de la expresion fueron muy
altos, Esto se puede observar principalmente en CXCL10, LTA y SELE cuya
expresion era baja en células control y muy alta en células tratadas y en menor

medida en MYC y NF-KBIA donde ocurre al contrario.

A) MCF7 120 | B) SKBR3
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3 - Figura 1V.12. Cambio en la expresion génica en
z‘; las lineas celulares tras el tratamiento con

24 doxorrubicina 5uM, 8h respecto al control.

15 A) MCF7, B) SKBR3 y C) MDAMB231.

En la validacion de los resultados encontramos una correlacion de mas del
90% entre los resultados obtenidos por sondas tagman y por array de
expresion. Las discrepancias podrian deberse a que en algunos casos si bien
se detect6 la expresion del gen a ciclos inferiores de 30 en una de las
condiciones, en la otra, ya fuera control o tratamiento con doxorrubicina, o no
se detecto o lo hizo a ciclos muy altos no incluyéndose en el analisis. Como

conclusién consideramos que la correlacién entre ambas técnicas era buena.
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5. Andlisis de la expresiobn de genes seleccionados en

muestras de cancer de mama.

En base a los datos preliminares obtenidos en lineas celulares y a partir de
material parafinado cedido por el Biobanco del INCLIVA/Hospital Clinico
Universitario de Valencia, determinamos la expresion en muestras parafinadas
tumorales y no tumorales de cancer de mama de los 15 genes seleccionados
previamente, si bien en el analisis de expresion dos de los quince genes (IL4 e
IL12B) presentaron valores de expresion muy bajos en tejido mamario que fue
insuficiente para tenerlos en cuenta en los andlisis posteriores. Los genes
seleccionados fueron aquellos cuya expresion variaba tras el tratamiento con
doxorubicina en al menos 2 lineas celulares y que por sus funciones podrian
tener relacion con la progresién del cancer. Todos los datos de expresion

fueron normalizados con los genes GADPH y HPRTL1.
5.1. Expresién diferencial en tejido tumoral y tejido adyacente no tumoral.

A partir de 19 muestras pareadas de las que disponiamos de tejido tumoral y
tejido adyacente no tumoral, procedimos al analisis de la expresion diferencial
de los 15 genes seleccionados anteriormente, de los cuales obtuvimos

resultados fiables de 13 como ya se ha comentado.

Nuestros resultados indicaron que los niveles de expresion de CXCL10,
CXCL9, MMP9 y LTA aumentaban significativamente (valores de p 0,002,
0,008 y 0,022 y 0,030 respectivamente) en tejido tumoral (TT) respecto a
adyacente no tumoral (TAT). Mientras que los valores de EGFR, MAP2k6 y
MYC disminuian con valores de p de 0,002, 0,0001 y 0,017, no encontrandose
diferencias estadisticamente significativas en la expresion del resto de genes
seleccionados entre tejido tumoral y adyacente no tumoral. EI comportamiento
en cuanto a la expresion génica no fue homogéneo en todas las muestras
como se puede apreciar en la figura IV.13. Esto es ldgico por tratarse de
muestras humanas donde existe una variabilidad mayor que en experimentos
con lineas celulares. Mas concretamente y teniendo como punto de corte
diferencias en +1,5 cambios, la expresiéon de CXCL10 aumentaba en 13 de 19

muestras, disminuia en 1 y no cambiaba en 5, en el caso de CXCL9, su
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expresion aumentaba en 12, disminuia en 4 y no variaba en 3 muestras.
Respecto a MMP9 su expresion aumentaba en 14, disminuia en 4 y no habia
diferencias en 1 muestra, en el caso de LTA aumentaba la expresion en el
tejido tumoral en 11 muestras, bajaba en 4 y se mantenia igual en el resto, en
relacion con EGFR, su expresion en tejido tumoral disminuia en 13 muestras,
aumentaba en 4 y no variaba en los demas casos, en el caso de MAP2k6 su
expresion disminuia en 13, aumentaba en 1 y no cambiaba en 5 muestras. Por
altimo, la expresibn de MYC en tejido tumoral disminuia en 10 casos y
aumentaba con valores de aproximadamente 2 cambios en 4, sin haber
diferencias en el resto. Por otra parte, en algunos casos como en LTA y CXCL9
obtuvimos diferencias en el numero de cambios muy altas debido a que en una
de las muestras de tejido, fuera TAT o TT, existia expresion muy alta del gen
de interés mientras que en la muestra pareada la expresion era muy baja

aunque detectable.

- BCL2L1

CCLS
MYC
NFKBIA
MAP2K6
EGFR
TRAF2
CXCL10
MMP9
CXCL9
SELE
TNF
LTA

L O—
-300 -200 -100 0 100 200 300

Figura 1V.13. Diferencia de expresion génica entre tejido tumoral (TT) y tejido adyacente no tumoral
(TAT) de muestras pareadas calculado como 2"*“" donde ACt= Ct TT — Ct TAT. Se observa 2 grupos, uno
en el que en tejido tumoral estan sobre-expresadas CXCL9, CXCL10 y MMP9 y otro en el que su
expresién disminuye respecto a tejido tumoral. Tonos verdes: disminuye la expresion en TT respecto a
TAT. Tonos rojos: aumenta la expresion en TT respecto a TAT. Blanco: no existen cambios en la
expresién. Negro: valores perdidos. La figura se realiz6 mediante el programa J-Express.
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5.2. Expresion diferencial en tejido adyacente no tumoral de pacientes

diagnosticadas con cancer de mamay tejido mamario normal.

Para comprobar si existian diferencias en la expresidon de los genes
seleccionados entre tejido normal y tejido adyacente al tumor, se compararon 8
muestras provenientes de cirugia mamaria reductora y 19 muestras de tejido
adyacente no tumoral de pacientes con cancer de mama. Al realizar esta
comparacion se observé que se encontraban diferencias significativas en la
expresion génica de MMP9 (p=1,29x10'% Intervalo de confianza (IC)
[7,51;10,56]), MYC (p=4,45x10; IC [1,37;3,14]) y en mucha menor medida en
CXCL9 (p=0,029; IC [0,19;3,15]), mientras que el comportamiento del resto de
genes fue similar independientemente de que se tratara de tejido adyacente al
tumor o tejido normal no observandose diferencias significativas entre ellos
(figura IV.14).

17 1 *
15 A1
13 1

11 1 *%
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BCL2L1 CCL5 CXCL10 CXCL9 EGFR MMP9 LTA MAP2K6 MYC NFKBIA SELE TNF  TRAF2

Figura 1V.14. Ciclos de deteccion de los genes ajustado por GADPH. Normal vs Adyacente.Azul TAT
n=19. Rosa TN n=8. *valor-p < 0,00001; **valor-p<0,05. Ciclos mas altos menos expresion.
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Debido a que estos genes se expresan de forma diferente entre tejido normal
adyacente y tejido normal del mismo o&rgano decidimos realizar las
comparaciones de expresion del tejido tumoral con ambos. Como se puede
observar en la figura IV.15, las expresiones de MMP9, MYC y CXCL9 son
claramente mayores en tejido tumoral que en tejido normal. Sin embargo,
mientras que en el caso de CXCL9 y MMP9 su expresion sigue siendo mayor
en tejido tumoral que en adyacente, en MYC su transcrito esta aumentado en

tejido adyacente respecto a tejido tumoral.
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En conclusion nuestros resultados indican que la expresion de los 14 genes
seleccionados es similar entre el tejido adyacente no tumoral de pacientes de
cancer de mama y de tejido mamario de personas no afectadas por la
enfermedad exceptuando MMP9, MYC y CXCL9. Estos datos plantean el
problema de cual seria el control ideal para realizar las comparaciones de

expresion en TT.

5.3. Diferencias en la expresién entre tejido tumoral y tejido normal

A partir de los datos anteriores donde observamos diferencias en la
expresion entre tejido adyacente al tumor y tejido no tumoral, decidimos
comparar tejido normal con tumoral y comprobar si los resultados eran
similares a tejido adyacente versus tejido tumoral. Los resultados fueron
similares a los obtenidos en el grupo TAT vs. TT exceptuando MYC, que
parece aumentar en tejido tumoral respecto a normal, TNF, que en este caso
sale significativo pero no asi en el anterior y LTA, que deja de ser significativo
(figura 1V.16).
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5.4. Correlaciones en la expresion de los genes seleccionados.

Para el célculo de las correlaciones entre la expresion de los genes
seleccionados se utilizo el test de Pearson. Este permite medir la similaridad o
co-expresion entre loci y modelizar que grupos de genes se expresan de forma
conjunta. Para ello utilizamos las 46 muestras de las que poseiamos
informacion, incluyendo tejido tumoral, tejido adyacente no tumoral y tejido
normal. Las condiciones seleccionadas para predecir la existencia o no de
similaridad en la expresion fueron un indice de correlacion de Pearson mayor a
0,5 con un valor-p menor a 0,001 y que la similaridad si se analizaba por
separado se mantuviera en al menos 2 de los 3 casos. Teniendo en cuenta
estas condiciones obtuvimos dos grupos de genes cuya expresion parece
ligada. En el primer grupo observamos que la expresion de CXCL10 estaba
relacionada con los niveles de CXCL9 (r*=0,833), es decir, que a la vez se
asociaban a CCL5 (r*=0,632). En el segundo grupo, se observé una correlacién
significativa entre NF-KBIA y los niveles de TNF (r=0,553). Respecto a la
expresion del resto de genes, no se encontraron correlaciones que cumplieran

nuestros criterios.

5.5. Clasificacion por perfil génico de las muestras mamarias.

Se realizé el perfil génico de las 46 muestras de tejido mamario de las que
teniamos datos de expresion incluyendo 19 muestras de tejido tumoral (TT), 19
de tejido adyacente al tumor (TAT) y 8 de tejido normal procedente de
reduccion mamaria. A pesar del bajo nimero de muestras en cada grupo, al
realizar un analisis cluster jerarquico no supervisado, observamos que las
muestras se distribuian en grupos segun fueran TT, TAT o TT. De hecho, el
70% de las muestras TAT se encontraban incluidas en una rama del
cladograma, 81% de las de TT en otra y el 80% de las TN en otra rama, tal

como se puede observar en la figura IV.17.
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Figura 1V.17. Analisis cluster jerarquico de 46 muestras mamarias. Se observa que las muestras se
agrupan segun tipo. Datos representados como: CtcADN de interés - CtcADN GADPH. TT: Tejido
tumoral (n=19); TN: tejido normal (n=8); TAT: tejido adyacente al tumor (n=19). Verde: mayor
expresién; rojo: expresion menor; negro: valores perdidos.

6. Relacion de los genes estudiados con NF-kB.

Para determinar la relaciéon de las distintas subunidades de NF-kB con la
variacion en la expresion de los genes estudiados, se analizd6 por
inmunohistoquimica la cantidad relativa de cada subunidad de NF-kB. Para ello
se utilizaron 10 muestras tumorales de las que disponiamos de datos de
expresion y suficiente material para realizar la inmunohistoquimica de las cinco

subunidades de NF-kB. A pesar de que los resultados se consideran
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preliminares debido al bajo nimero de muestras, observamos que existia una
relacion entre localizacion de relB en el nacleo y aumento de NF-KBIA y TRAF2
(valores de p 0,079 y 0,053, respectivamente) y entre localizacién de p65 en el
nucleo y mayor expresion de LTA (valor de p=0,019). Los resultados obtenidos

mediante esta aproximacion deben ser validados en un nimero mas amplio de

muestras para comprobar que se mantiene la relacion.

Figura 1V.18. Imagenes representativas de la expresion nuclear en muestras de cancer de mama positiva
(+) o negativa (-) en Ay B) p65; C y D) p50; Ey F) p52; Gy H) c-rel e I y J) relB medidas por
inmunohistoquimica (DAB, 400X). Se considera que tincion nuclear de NF-kB es un indicador de la
activacion de NF-kB.
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1. Caracterizacion de la activacion de NF-kB en lineas celulares
derivadas de carcinoma mamario tras el tratamiento con

doxorubicina.

Para la caracterizacion de la activacion de NF-kB tras la administracion del
farmaco doxorubicina se seleccionaron cinco lineas celulares (MCF7,
MDAMB231, MDAMB468, SKBR3 y BT474) derivadas de carcinomas
mamarios con diferentes caracteristicas clinico-patolégicas. Se optd por el
tratamiento con la antraciclinas doxorubicina al ser un farmaco muy utilizado en
cancer de mama pero cuya administracién se ha ligado a un aumento de NF-kB
que podria estar relacionado con mecanismos de resistencia al farmaco (168,
169). El primer ensayo que se realizd fue una curva de viabilidad a distintas
concentraciones de doxorubicina para la seleccion de la concentracién 6ptima
a utilizar en los experimentos siguientes. La concentracion elegida fue 5uM, ya
que tras un tratamiento de 24 horas la viabilidad se encontraba entre el 40 y el
60% en 4 de 5 de las lineas celulares estudiadas siendo la excepcion SKBR3

cuya viabilidad disminuia hasta un 15-20%.

Tras seleccionar la concentracion de 5uM doxorubicina, elegimos las lineas
celulares SKBR3, MDAMB231 y MCF7 y las tratamos a distintos tiempos
midiendo la activacion de las diferentes subunidades de NF-kB por ELISA. A
las 6 horas, la subunidad p65 estaba aumentada en las 3 lineas de forma
significativa, lo que implicaria que la doxorubicina actia especificamente
activando esta subunidad, si bien en MDAMB231 y MCF7 también aumentaba
relB. Curiosamente, a las 22 horas parecia que la activacién de p65 y relB
bajaba de nuevo. Esto podria deberse a que una vez ya han activado sus
genes dianas, aunque el inductor perdure, las subunidades se desactivan. Esto
estaria en relacion con la autorregulacion del ciclo de NF-kB. De hecho, en la
ruta clasica, el complejo NF-kB entra en el nicleo donde activa la transcripcion
de multitud de genes incluyendo IkBa (NF-KBIA) que se une a NF-kB y lo
exporta de nuevo al citoplasma. Por otra parte, en el caso de la linea celular
SKBR3 no obtuvimos datos de proteina ni para p52 ni para 22 horas. A 22
horas se debi6 a la gran mortandad de las células, En el caso de p52, la
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concentracion fue tan baja que el ensayo no la detectdé. Finalmente, se
selecciond la linea MDAMB231 y se la traté con MLN20, un inhibidor de NF-kB
para confirmar que el aumento de NF-kB que observabamos tras el tratamiento
con doxorubicina era real o se trataba de un artefacto. Los resultados indicaron
que MLN20 revertia al menos en parte la activacion de NF-kB por la
doxorubicina. Estos ensayos permitieron comprobar el buen funcionamiento del
ELISA que mas tarde se utiliz6 para medir activacion de NF-kB en tejidos de

carcinoma mamario.
2. Cancer de mama. Busqueda de nuevos marcadores.

El cancer de mama es una enfermedad muy heterogénea
histopatolégicamente, molecularmente y fenotipicamente, en la que también
estan implicados factores etioldgicos. Aungue la biologia de la division celular,
la diferenciacion y la apoptosis es muy similar en células normales y
cancerigenas, estas Ultimas difieren de las normales en que estan reguladas de
forma aberrante dando como resultado un fenotipo alterado (170) en el que
generalmente al menos la proliferacion, la diferenciacion, la organizacion
cromosdmica o genética y/o la apoptosis escapan al control celular. Sin
embargo, la manera en que cada célula tumoral escapa a estos controles varia
de tumor a tumor lo que origina una gran diversidad dentro de una enfermedad
con la misma denominacién (45). Esta variabilidad en los mecanismos
implicados en el desarrollo del tumor provoca que pacientes con parametros
clinicos y biomarcadores (actualmente en cancer de mama se utilizan RE, RPG
y HERZ2) similares tengan una respuesta muy distinta a un mismo tratamiento.
El hecho de que los farmacos convencionales no sean siempre eficientes ha
inducido a que en los ultimos afios se busquen nuevas estrategias terapéuticas
basadas en la medicina individualizada en la que el tipo de tratamiento

dependa de las caracteristicas moleculares de cada persona.

Por ello actualmente se considera que es un reto muy importante la
identificacion de nuevos marcadores moleculares capaces de predecir la
agresividad del tumor y la progresion de la enfermedad, para lo que es

necesario conocer que rutas estan desreguladas en células tumorales. Una de
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estas dianas terapéuticas potenciales alterada en distintos tipos de cancer es
NF-kB. Esta familia de factores de transcripcion se ha asociado a procesos
vinculados a carcinogénesis como la angiogénesis, la inflamacion o la
apoptosis. Ademas, la activacion de la transcripcion de genes anti-apoptoticos
por NF-kB se ha ligado a la habilidad de los tumores para resistir los efectos
citotéxicos de la quimioterapia ya que se activa en respuesta a diversos
farmacos como la doxorrubicina, utilizada en el tratamiento del céancer de
mama (171). Sin embargo, su activacion por quimioterapicos también se ha
ligado a la expresion de genes pro-apoptoéticos (172-175) lo que no es de
extrafiar teniendo en cuenta la gran complejidad de esta ruta, la gran variedad
de inductores que pueden activarla y la gran cantidad de genes que controla
(138, 176).

Existen varias estrategias que se pueden utilizar para inhibir o modificar la
funcién de NF-kB. Estas se pueden resumir en nuevos farmacos cuyas dianas
sean el propio NF-kB, sus inhibidores, o rutas de sefializacién reguladas por
él. Nuestra hipotesis de partida es que NF-kB es una posible diana terapéutica
en el tratamiento del cancer de mama, sin embargo, al tratarse de una ruta
involucrada en el control de una gran cantidad de procesos celulares,
ampliamos el estudio analizando el comportamiento de algunos genes que
estdn al menos en parte regulados por NF-kB y que a su vez podrian ser

potenciales dianas.

2.1. Busqueda de nuevos marcadores en cancer: NF-kB.

Uno de los retos actuales es la busqueda de marcadores moleculares que nos
permitan un tratamiento individualizado de los pacientes. Mdltiples evidencias
sugieren que la activacion de NF-kB esta relacionada con diferentes
enfermedades, incluyendo varios tipos de carcinoma. Para clarificar y
caracterizar la importancia de la activacion de NF-kB en carcinoma mamario,
analizamos la activacion de las cinco subunidades que componen la familia
nuclear de factores de transcripcion kB. El ensayo elegido para realizar este

analisis fue el ELISA. Este método permite una doble seleccion del antigeno al
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poseer un oligonucleotido que codifica para un sitio consenso de NF-kB al que
solo se une NF-kB si se encuentra en la forma activada, ademas, el anticuerpo
primario utilizado reconoce un epitopo el cual solo estd accesible cuando NF-
kB esta activado y unido a su ADN diana. Ademas, al ser un método muy
sensible, nos permitio obtener resultados partiendo de menor cantidad de

muestras que con otros ensayos como el Western Blot o el EMSA.

2.2. Determinacion de la calidad de los tejidos.

Las muestras congeladas utilizadas en este estudio proceden de tejido
sobrante tras cirugia por mastectomia o tumorectomia llevadas a cabo entre los
afios 1988 y 2001. Debido al tiempo transcurrido y a las diferentes condiciones
de conservacion, se opté por comprobar la de calidad del tejido antes de
extraer la proteina del tejido congelado. Para ello se incluyé el tejido en OCT,
se hicieron cortes en un criotomo a -20°C para evitar la descongelacion del
tejido, se tifid y se observo su calidad mediante microscopia. Este paso no solo
nos permitié elegir que tejido se encontraban en mejores condiciones si no que
también nos posibilité saber con seguridad que el tejido que utilizamos era 0 no

tumoral.

2.3. Validacién de ELISA por Western Blot.

Un método globalmente utilizado para la determinacion semicuantitativa de
proteinas es la técnica del Western Blot. Sin embargo, este método necesita de
una cantidad relativamente alta de proteina de partida, que en nuestro caso era
el factor limitante al tratarse de muestras de tejido tumoral proveniente de
pacientes. Por ello, si bien utilizamos el Western Blot como técnica de
validacion de nuestros resultados por ELISA, se realiz6 en una cantidad
limitada de muestras. Por otra parte, ambas técnicas son diferentes y mientras
mediante Western Blot se determina semicuantitativamente la cantidad de
proteina, el ELISA proporciona el dato de si una proteina estd o no unida al

ADN. Por esta razén, utilizamos extracciones de proteinas nucleares para
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llevar a cabo estas técnicas ya que segun la hipotesis mas aceptada NF-kB se
trasloca al nucleo y regula a sus genes diana cuando se activa, asi que en este
caso la cantidad de proteina del nacleo seria aproximadamente igual a la unida
al ADN.

Por otra parte, se opt6 por la validacion de las subunidades p65 y p50 ya que
son las mas descritas en la bibliografia previa. En total analizamos 20 muestras
mediante Western Blot y ELISA y obtuvimos un 90% de concordancia. La
minima variabilidad detectada se puede deber a que aunque se trataran de
muestras del mismo tejido provenian de extracciones diferentes. En todo caso,
consideramos que la reproducibilidad era buena y utilizamos el ELISA para el

analisis de las siguientes muestras.

2.4. Diferencias en la activacion de NF-kB entre tejido tumoral y

adyacente.

Una vez seleccionadas las muestras procedimos a su analisis mediante la
técnica de ELISA. El primer paso fue comprobar si la union NF-kB/ADN era
diferente entre muestras de tejido tumoral y muestras de tejido adyacente no
tumoral procedentes de mama. Para ello, seleccionamos 16 muestras de tejido
adyacente y 127 de tejido tumoral (GCI). Tras comparar ambos grupos
observamos que las subunidades p65, p50, p52 y relB de NF-kB estaban en
mayor medida unidas a ADN y por tanto mas activadas en tejido tumoral en
comparacion con tejido adyacente no tumoral con valores de p significativos al
99%. Sin embargo, en la unién de la subunidad c-rel con el ADN no se

detectaron diferencias significativas.

Estos resultados son consistentes con estudios previos en los cuales ya se
habia observado que la activacion de NF-kB estaba relacionada con tejido
tumoral. En mama, Cogswell et al. observaron que las proteinas p50, p52 y c-
rel estaban aumentadas en tejido tumoral respecto a tejido adyacente no
tumoral en 17 muestras apareadas, si bien no encontraron esta tendencia en

p65 (177). Por otra parte, en otros tipos tumorales como adenocarcinoma
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pancreatico (178), carcinoma gastrico (179) o carcinoma colorrectal (180) se ha
descrito la activacion de p65 en tejido tumoral comparando con tejidos no
tumorales. También otros estudios han relacionado la activacién de p65 con la
expresion de genes que aumentan la proliferacion celular y la supervivencia en

diferentes canceres (181, 182).

Exceptuando el articulo de Cogswell, la activacion de las subunidades de
NF-kB en tejido tumoral mamario ha sido poco estudiada, e incluso en otros
tipos tumorales la mayor parte de la informacion existente se refiere al papel de
p65 y p50.

Hasta la fecha este ha sido el estudio con muestras de tejido de pacientes
mas extenso que se ha realizado y que ademas ha tenido en cuenta las 5
subunidades de NF-kB. La activacion aberrante de NF-kB en tejido tumoral
muestra un cambio en la regulacion de esta familia de factores de transcripcion
gue a su vez provocan variaciones en la transcripcion de sus genes diana que

pueden estar a su vez implicados en el desarrollo del tumor.

2.5. Niveles de union NF-kB/ADN en muestras de tejido tumoral y relacién

con diferentes caracteristicas clinicopatolégicas.

Tres factores que se tienen en cuenta a la hora de determinar el prondstico y
elegir el tratamiento en pacientes con cancer de mama son si el tumor ha
invadido tejido adyacente, si los ganglios linfaticos estan afectados y el tamafio
tumoral. Es por esto que sabiendo por el analisis anterior que habia diferencias
significativas en la activacién de NF-kB en tejido tumoral respecto a no tumoral,
procedimos al andlisis de estos tres factores en relacion con la activacion de

NF-kB en muestras con fraccion tumoral mayor del 50%.

Primero comparamos los niveles de activacion de las diferentes subunidades
de NF-kB y la capacidad del tumor para invadir tejidos adyacentes. Utilizamos
para el analisis tumores ductales que histolégicamente se subdividen en
infiltrantes (CDI) si ha invadido tejido colindante e in situ (CDIS) para evitar que

las diferencias pudieran deberse al tipo tumoral y no su capacidad invasiva. Al
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analizar la activacion de NF-kB, observamos niveles mas altos de relB, p52 y c-
rel en CDI que en CDIS, con valores de p significativos al 99%, mientras que no
encontramos diferencias significativas en la activaciéon de p65 y p50. Estos
datos sugieren que existe una relacion entre la capacidad de invadir tejidos
adyacentes y el incremento de la actividad de relB, p52 y c-rel y estan en
concordancia con otros como el estudio de Cai et al. (183) quien encontré que
la activacion de p52 estaba relacionada con mal prondstico en céancer de
prostata o Cogswell, et al. (177) que describié que los complejos de union de
NF-kB que contenian p50, p52 y c-rel estaban activados en cancer de mama.
El estudio de Cogswell, si bien muy interesante, fue realizado con lineas
celulares y solo se analizaron diecisiete casos de carcinomas de mama.
Interesantemente, nosotros hemos encontrado la misma asociacion entre la
activacion de p52 y c-rel en tejidos tumorales pero no hemos encontrado
asociacion con activacion de p50, aunque si estaba aumentado en tejidos

tumorales versus tejidos normales adyacentes.

Por otra parte, procedimos al andlisis de la afectacion ganglionar y el tamafio
tumoral. En este caso encontramos diferencias significativas al 95% en la
union de la subunidad relB/ADN que estaba aumentada en el grupo de
carcinomas invasivos (GCI) cuando habia afectacion ganglionar y el tamafio
tumoral era mayor. Debido a que la mayoria de nuestras muestras son
histol6gicamente carcinoma ductal infiltrante, pensamos que los datos
probablemente estarian influenciados por este subtipo. Por esta razon
decidimos analizar a los carcinomas ductales invasivos de forma separada. De
esta forma observamos que relB no solo estaba significativamente mas activo
en el caso de que hubiera afectacion ganglionar y tamafio mayor sino que
ademas el p-valor era menor. Ademas, en el caso de ganglios afectados,
obtuvimos resultados significativos para p65 y una tendencia para p50 que
tenian valores de activacién aumentados. Esta Ultima asociacién de p65 y p50
se habia descrito previamente en cancer colorrectal. También en
adenocarcinoma de prostata (184) se habia encontrado anteriormente
asociacion entre niveles mas altos de p65 en tejido tumoral respecto a tejido

benigno a la vez que lo correlacionaron con progresion de la enfermedad.
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Estos datos sugieren la subunidad relB esta asociada con la progresion del
tumor, ya que se encuentra aumentada cuando los ganglios linfaticos estan
afectados, el tamafio tumoral es mayor y las células tumorales son capaces de
invadir tejidos adyacentes, aunque mas estudios son necesarios para
determinar si la activacion de relB es debida a la progresion del tumor o su

activacion provoca que el carcinoma sea mas agresivo.

3. Activacion de NF-kB en carcinoma de mama dependiente

de receptores estrogénicos.

El papel de la activacion constitutiva de NF-kB ha sido ligado al desarrollo y
progresion de carcinoma de mama negativo para receptores de estrogenos
(RE) (185) pero poca atencion se ha prestado a la relacion entre la activacion
de NF-kB y carcinomas de mama positivos para RE (186, 187). Por ello,
decidimos analizar los niveles de activacion de NF-kB y el tiempo en el cual la
paciente permanecia libre de enfermedad en pacientes positivas para RE
tratadas con el farmaco antiestrogénico tamoxifeno que tuvieran al menos 5

afios de seguimiento.

Al contrario que Zhou et al. (187, 188) que detectaron activacion de p65 y
p50 en cancer de mama nosotros no encontramos relacion entre altos niveles
de p50 activa y recidiva tras la cirugia. Sin embargo, observamos que niveles
de activacién menores de p52 (p=0,0375) y relB (0,0533) estaban relacionados
supervivencia libre de enfermedad de la paciente. De hecho la expresion
constitutivamente alta de relB ha sido asociada con tumores mamarios mas
agresivos (189) y mayor crecimiento de tumores de proéstata (190). Estos datos
sugieren que valores aumentados de la activacion de p52 y relB podrian estar
relacionados con resistencia endocrina ya sea de novo o0 adquirida.
Consecuentemente podrian ser indicadores del riesgo de recidiva temprana y
actuar como factores pronosticos en carcinoma de mama dependiente de

estrogenos.
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4. Lineas celulares. Cambios en la expresion geénica tras el

tratamiento con doxorubicina.

Se realizo el perfil funcional de los genes cuya expresion variaba tras el
tratamiento con el farmaco doxorubicina mediante el programa ProfCom (164),
el cual permite identificar cuales son los complejos funcionales, es decir en que
procesos estan implicados, los genes de interés. Tras el tratamiento con el
farmaco doxorubicina, observamos que aunque entre las lineas celulares
SKBR3, MDAMB231 y MCF7 existian diferencias en que genes variaban su
expresion, estos se podian agrupar en aquellos asociados con actividades
quimocina y citosina, quimotaxis, sefializacion célula-célula y respuesta
inflamatoria que en general se sobre-expresaban y aquellos relacionados con
anti-apoptosis y transduccion de sefiales, cuya expresion disminuia. De entre
todos los genes cuya expresion variaba tras el tratamiento observamos que en
las tres lineas aumentaban CXCL9, IL12B y LTA y disminuian MYC, BCL2L1,
NF-KBIA y TRAF2. Ya que los cambios en la expresion de estos genes
ocurrian en las tres lineas celulares, nos centramos en ellos para la discusion.
También seleccionamos CXCL10 que se sobre-expresaba en SKBR3 vy
MDAMBZ231 por su relacion con CXCL9, LTA e IL12B, y EGFR cuya expresion
disminuia en MCF7 y MDAMB231 por su asociacién con MYC.

La expresion de CXCL9, CXCL10, IL12B y LTA estd asociada a procesos
angiostaticos. IL12B es una de las subunidades necesarias para la formacién
de IL12, implicada en procesos antiangiogénicos a través del aumento de
interferon gamma que a su vez aumenta la expresion de CXCL10 (191, 192),
asociada a quimiotaxis, induccion de la apoptosis, regulacién del crecimiento
celular y mediacion de la angiogénesis, al igual que CXCL9, cuya expresion
aparece generalmente ligada a CXCL10 y asociada a procesos angiostaticos
(193, 194). Asu vez, LTA regula e induce a CXCL10 (195).

Uno de los mecanismos antitumorales conocidos de la doxorubicina es su
capacidad antiangiogénica que ha sido descrita en diversos modelos (196-199)

si bien el mecanismo mediante el cual actia no se conoce. Nuestros datos nos
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permiten realizar la hipdtesis de que una de las vias que utiliza la doxorubicina
para inhibir la angiogénesis esta relacionada con el aumento de la expresion de

estos cuatro genes (figura V.1) todos ellos implicados en su inhibicion.

Tratamiento con doxorubicina
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Figura V.1. Posible mecanismo/modelo de accion de la doxorubicina e inactivacion de la angiogénesis.
Hipdtesis
La disminucién de MYC, BCL2L1, NF-KBIA y TRAF2, por su parte, parece

estar relacionada con una disminucion del crecimiento celular y la induccién a

la apoptosis.

EGFR esta asociado con proliferaciéon celular, angiogénesis y movilidad
celular (200) y su aumento parece promover el crecimiento en tumores solidos
(201), relacionandose con mal prondstico en aproximadamente 52% de los
casos. Por otra parte, EGFR regula MYC mediante la activacién de las rutas
Ras/Raf/MEK/ERK y PI3K-Akt (146) y la doxorubicina es dependiente de MYC
para lograr su funcidén anti-apoptotica (202). Por otra parte se ha descrito que
la doxorubicina produce disminucién de los niveles de mRNA de MYC en MCF7
a la vez que para el ciclo celular e induce la fragmentacion del ADN (203). En
nuestro caso, la expresion de MYC disminuia en las 3 lineas celulares tras el
tratamiento, sin embargo, en EGFR solo disminuia en MCF7 y MDAMB231.
Esto podria ser debido a que existen otras rutas que regulan MYC que no son
dependientes de EGFR.
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Otro de los genes que modificaba su expresion tras el tratamiento con el
farmaco, fue el gen regulador de la apoptosis BCL2L1. BCL2L1 tiene dos
variantes alternativas de su transcrito, una anti-apoptética, BCL-xl y otra pro-
apoptoética, BCL-xs (204). En nuestro caso, si bien sabemos que la
transcripcion de BCL2L1 baja tras el tratamiento, deberiamos realizar nuevos
experimentos para determinar cual es la variante alternativa que se esta

traduciendo o que esté variando su cantidad en la célula.

También encontramos que la expresion de NF-KBIA (IKBa) estaba
disminuida tras el tratamiento con doxorubicina. NF-KBIA inhibe la actividad de
NF-kB uniéndose a él y evitando que se trasloque al nucleo, si bien lo hace de
una manera no estable y autorregulada: si NF-kB pasa al nucleo, se une al
ADN vy activa la transcripcion de varios genes, incluido la de NF-KBIA, que se
une a NF-KB exportandolo de nuevo al citoplasma (205). El heterodimeros al
gue se une NF-KBIA y que regula su transcripcion es el p65/p50. Sin embargo,
como ya se ha especificado, NF-KBIA y NF-kB se autorregulan, por lo que el
cambio en la expresion podria deberse a que al tiempo de tratamiento que se
selecciond, NF-kB no esti unido o acaba de unirse al ADN y aun no ha
aumentado la expresion de NF-KBIA o porque esta desregulado debido al
efecto del farmaco en la célula. En todo caso, NF-KBIA se activa por respuesta
inmune e inflamatoria y se ha descrito que estad disminuido en metastasis de
rifidn (206), lo que se relacionaria con un aumento de los genes activados por
NF-kB.

5. Tejidos. Caracteristicas de la expresion génica.

Actualmente sabemos que la carcinogénesis es un proceso gue consta de
varios pasos en los cuales las células normales acumulan alteraciones
genéticas hasta transformarse en cancerigenas. Ademas, Los tumores
evolucionan para conseguir el maximo soporte de las células estromales
adyacentes que no solo actian como tejido de sostén sino que participan en la

tumorogénesis, contribuyendo al desarrollo y a la expresion de ciertas
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capacidades caracteristicas de los tumores. Por ello la tendencia es no solo

estudiar a las células tumorales, sino también su microambiente.

Nuestro conocimiento en las interacciones entre tumor y el microambiente es
limitado. Recientemente, en un estudio realizado por microscopia intravital en
ratas se ha observado que el microambiente contribuye criticamente a la

respuesta a farmacos (207).

En otro estudio (208) se analizo la expresion génica en el estroma asociado
a carcinoma ductal infiltrante e in situ. Los resultados sugirieron que el estroma
adyacente al tumor coevoluciona con el tejido del tumor incluso antes de que la

invasion se produzca.

En otro trabajo de revision en cancer de colon se ha descrito que el estroma
influencia la iniciacion y promocion del cancer secretando citocinas y factores
de crecimiento o expresando distintos receptores (209) lo que afecta al

desarrollo del tumor.

Por otra parte, en otro estudio se realiz6 un perfil de expresion comparando
el tejido adyacente al tumor de 34 pacientes con 10 muestras procedentes de
reducciones mamarias y no encontraron diferencias significativas entre ambos
(210), sin embargo, al tratarse de un estudio de genoma completo y debido a la
gran complejidad que presenta el genoma humano, se pudo perder informacion

en el andlisis.

Es por esto que en este trabajo no solo hemos estudiado el tejido tumoral
respecto a tejido normal, sino que también hemos comparado ambos casos
con tejido adyacente no tumoral en busca de informacién sobre los procesos

moleculares que se producen en el microambiente.

5.1. Diferencias en la expresion en tejido mamario.
La seleccion de los genes se hizo en base a cuales habian variado su

expresion en células tras el tratamiento con doxorubicina. Comparamos la
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expresion de estos genes en tres grupos: tejido tumoral, tejido adyacente al
tumor y tejido normal y observamos la variacion de los loci seleccionados. Ya
que todas las pacientes fueron tratadas posteriormente con antraciclinas,
podemos hipotetizar que estos genes estaran modificados tras la
administracion del farmaco. La deteccion de niveles diferentes de los genes
seleccionados en muestras tumorales pre-tratamiento podrian predecir la

eficacia del farmaco en estas pacientes.

En todo caso, aunque las lineas celulares son ampliamente utilizadas como
modelo en investigacion, se debe tener en cuenta que se trata de clones de
células inmortalizadas cuyo comportamiento es homogéneo, al contrario de lo
que ocurre en células tumorales normales, que influyen y a su vez estan
influenciadas por el microambiente, si bien debido a la dificultad de obtener
muestras tanto de metastasis como de tejido post-tratamiento, este ha sido el

mejor acercamiento que se ha podido realizar.

5.2. Diferencias en la expresion y posible implicacion en el tratamiento.
Encontramos diferencias significativas en la expresion entre tejido tumoral y
tejido adyacente al tumor en 7 genes, 4 que aumentaban en tejido tumoral,
CXCL10, CXCL9, MMP9 y LTA y 3 cuya expresion disminuia frente a tejido
adyacente, MYC, EGFR y MAP2k6. De entre ellos, CXCL9 y MMP9 estaban a
su vez significativamente aumentados en tejido tumoral y adyacente frente a
tejido normal, mientras MYC si bien se expresaba mas en tejido tumoral que

normal, la mayor expresion se encontraba en tejido adyacente.

Como ya se ha comentado anteriormente, CXCL10 y CXCL9 estan
asociadas a procesos angiostaticos. Sin embargo si bien en general habia un
aumento significativo de su expresion en tejido tumoral frente a tejido normal y
adyacente, ésta no se producia en todos los pacientes debido a la
heterogeneidad presente en las muestras. Ademas, CXCL9 presentaba
diferencias entre tejido normal y adyacente, siendo su expresion menor en
tejido normal que en tejido adyacente. Interesantemente, se ha descrito en una

muestra de 55 paciente de carcinoma renal que CXCL10 y CXCL9 estaban
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altamente expresados en tumores que raramente recaian tras la cirugia y que
ademas, sus valores correlacionan inversamente con la densidad de
vascularizacion (211). En otros estudios en cancer de mama se ha observado
que niveles altos de CXCL9 estan asociados con supervivencia libre de
enfermedad en pacientes tratadas con CMF (212), si bien en este estudio no
contaron con grupo control. También en cancer de mama se ha descrito que
mayor expresion de CXCL10 y CXCL9 esta asociado con un aumento de la
infiltracion inmune y una mejora en la supervivencia de las pacientes con
tumores solidos (213). Por otra parte se ha publicado que existe mas CXCL10
en carcinoma infiltrante y CDIS que en tejido normal. Ademas en las lineas
celulares MCF7 y MDAMBA435 se observé que CXCL10 aumentaba activando
preferentemente al receptor CXCR3B e inhibiendo el crecimiento. Si
silenciaban este receptor, CXCL10 se unia a CXCR3A vy se activaban sefiales
proliferativas (214). Por otra parte, CXCL9, al contrario que CXCL10, aparecia
aumentado en tejido adyacente respecto a tejido normal de forma significativa.
Ademas, en tejido tumoral la expresion de CXCL9 era aun mayor. En todo caso
se ha descrito que en algunos ocasiones se encuentra la expresion de CXCL9
aumentada en células endoteliales asociadas al tumor ademas de en el propio
tumor y que esto esta relacionado con un mejor prondstico (213). Por otra parte
este aumento de CXCL9 si bien significativo en conjunto, no ocurriria en todas
las pacientes, habiendo algunas con valores bajos tanto de CXCL9 como de
CXCL10. Ademas, la mayor expresion en tejido adyacente podria deberse
como ya se ha comentado anteriormente a que el microambiente no solo
influye sino que es influido por el tumor. Por otra parte, el tratamiento con
doxorubicina podria actuar activando la expresion de estas citocinas y por tanto
evitando la angiogénesis y aumentando la respuesta inmune al tumor. En
nuestras muestras necesitariamos un tiempo de seguimiento mas amplio para
comprobar si existe asociacion entre el tratamiento con doxorubicina, niveles
de CXCL10 y CXCL9 y tiempo libre de enfermedad de la paciente. En todo
caso, hipotetizamos que las pacientes que mas se beneficiarian de este
tratamiento serian aquellas con valores de expresion de CXCL10 y CXCL9 mas

bajos.
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Por su parte, la funcién de la LTA en cancer ha sido poco estudiada y tan
solo se ha encontrado asociacion entre algunos polimorfismos y mayor
probabilidad de padecer carcinoma gastrico (215, 216) y con niveles de
esteroides en cancer de mama (217). En todo caso, se ha descrito que LTA
esta relacionada con TNF teniendo funciones similares (218) y que media la
respuesta inmune e inflamatoria frente a patégenos (219). Por otra parte, LTA
regula la actividad de las enzimas que estan relacionados con la sintesis de
estrogenos y también en el bloqueo de la respuesta proliferativa de MCF7 al
estradiol mediante la disminucion de receptores de estrogenos (220). Esto
podria indicar un doble papel para LTA en cancer. Por un lado, su incremento
de expresién produciria un aumento de la respuesta inmune en el tumor, lo que
seria positivo en la iniciacion del tumor. Sin embargo, por otro lado, al producir
disminucién en los receptores de estrégenos que son una de las dianas
terapéuticas mas utilizadas en el tratamiento del cancer de mama, su expresion
tendria un efecto negativo en la progresion del tumor, al menos en las

pacientes hormono- dependientes.

Otro de los genes cuya expresion aumentaba en tejido tumoral frente tanto a
tejido adyacente como a tejido normal fue MMP9. MMP9 es una
metaloproteinasa que degrada la pared celular promoviendo la invasion a la
vez que activa factores angiogénicos (221). La expresion alta de MMP9 esta
asociada con factores mas agresivos y en concordancia con nuestros datos,
también estd aumentada en tejido estromal, lo que se asocia con peor
prondéstico (222). Por otra parte, también se ha propuesto que los niveles de
MMP9 en suero puedan utilizarse como biomarcador para la clasificacion de
cancer de mama (223) ya que en plasma aumentan en pacientes de esta
enfermedad. Por otra parte, se ha postulado que farmacos inhibidores de
MMP9 en combinacidon con otros quimioterapicos podrian utilizarse en el
tratamiento contra el cancer (207). Nuestros resultados indican que en tejido
normal, los niveles de MMP9 son bajos, mientras que en tejido adyacente al
tumor y en tejido tumoral aumentan muy significativamente, siendo todavia
mayores en tejido tumoral. Esto indicaria que el microambiente esta implicado

de alguna manera en el aumento de la produccién de este enzima y que
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pacientes con valores altos tienen mayor riesgo de metastasis. Al tratar a las
células con doxorubicina, observamos que en 2 de las 3 lineas celulares
(MCF7 y MDAMB231) disminuia la expresion de MMP9. Este podria ser otro de
los mecanismos utilizados por el farmaco para evitar la angiogénesis y la
posterior metastasis de las células tumorales. Estos datos también sugieren
gue una expresion alterada de MMP9 que mantuviese niveles elevados de esta

metaloproteinasa podria causar resistencia al tratamiento con doxorubicina.

MYC es un factor de transcripcibn que controla la proliferacion, el
metabolismo, la diferenciacién y la apoptosis cuya expresion esta normalmente
estrictamente regulada (224) y cuya sobre-expresion contribuye a la iniciacion
del cancer de mama (225, 226). Sin embargo, se ha descrito que en células
cancerigenas su expresion puede estar desregulada y que esto se asocia a mal
pronéstico (227, 228). Interesantemente, en nuestro caso observamos que
aunque MYC esta sobre-expresado en tejido tumoral frente al tejido normal,
todavia poseia niveles de expresion mas altos en el tejido adyacente al tumor,

si bien esto no se observaba en todos los casos.

Estos datos sugieren que MYC no solo posee una expresion aberrante en la
células tumorales sino que también se sobre-expresa en el tejido adyacente, lo
gue podria ser debido a la capacidad de MYC de aumentar su expresion en el
microambiente celular. Este tema ha sido recientemente revisado por Whitfield
y Soucek (227, 228), que llegaron a la conclusion de que el aumento de MYC
en el microambiente podria ser una de las muchas funciones fisiologicas que
posee MYC que actua como un integrador de los programas intracelulares y
extracelulares normales asociados al proceso de organogénesis y regeneracion
tisular en la célula normal y que se desregula en el caso de células tumorales
produciendo el crecimiento del tejido maligno. En otro trabajo (229) se ha
descrito que pacientes de cancer de mama con MYC amplificado tienen mejor
respuesta al tratamiento con P-FEC y en otro predicen que los tumores que
sobre-expresan MYC son mas sensibles a doxorubicina (202). En nuestro caso,

en las lineas celulares tratadas con doxorubicina disminuia la expresién de
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MYC, lo que sugiere una actividad inhibidora de este farmaco.

Otro de los genes cuya expresion disminuia en tejido tumoral frente a
adyacente y normal fue EGFR. EGFR es un miembro de la familia de
receptores tirosin-cinasa ErbB que se sobre-expresa en 18-35% de canceres
de mama (230). Su sobre-expresion en tumores primarios se ha asociado a mal
pronéstico aunque no en todos los estudios se ha encontrado esta asociacion.
Por otra parte, EGFR esta asociado con proliferacion celular, angiogénesis y
movilidad celular (200) y regula a MYC mediante la activacion de las rutas
Ras/Raf/MEK/ERK y PI3K-Akt (146) En nuestro caso, EGFR solo aparecia
sobre-expresado en 4 muestras tumorales, siendo su expresion baja en tejido
normal y adyacente. Segun los datos publicados, estas pacientes tendrian un
peor prondstico. Ademas, el tratamiento con doxorubicina disminuye los niveles
de EGFR en lineas celulares, lo que sugiere que este farmaco también actia
en las rutas relacionadas con los receptores de tirosina-cinasa, en la que no

solo se incluye EGFR sino también HER?2.

Por ultimo, otro gen cuya expresion estaba modificada en el tejido tumoral
fue MAP2k6. MAP2k6 es un componente principal de las rutas de sefializacién
de las MAP cinasas actuando como punto de integracién entre multiples
sefales bioquimicas y cuya funcion principal es la fosforilacién y activacion de
p38, una proteina cinasa gque responde a estrés celular y citocinas y que se ha
descrito como supresor de tumores (231, 232), si bien al regular la expresion
de mediadores inflamatorios clave como citocinas y proteasas, puede tener
cierta actividad pro-tumoral (233). En todo caso, se considera que la ruta
MAP2k6/p38 estda generalmente alterada en tumores y que su inactivacion
provoca la progresion del ciclo celular. Nuestros datos sugieren que la
expresion de MAP2k6 estd disminuida en tumores, provocando que la
activacion de la ruta MAP2k6/p38 se vea reducida y ayudando a la progresion
del ciclo celular en el tejido tumoral.
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Por otra parte, la administracion de doxorubicina disminuia la expresion de
MAP2k6 en las lineas celulares MCF7 y MDAMB231. Esto indicaria que la
terapia con doxorubicina modifica de alguna manera su expresion. A pesar de
que esto podria indicar una disminucion de p38, ésta también se activa por
otros mecanismos. Seria necesario un estudio mas detallado de la ruta para
saber si p38 realmente disminuye o0 si existen mecanismos compensatorios que

evitan que esto ocurra tras el tratamiento.

5.3. Correlaciones en la expresion y clasificacion por perfil genémico.
Tras la realizacion del estudio de correlaciones entre los genes

seleccionados observamos que los niveles de NF-KBIA aparecian

correlacionados con los de TNF y los de CCL5 con CXCL10 y CXCLS9.

CCL5, CXCL10 y CXCL9 estan relacionadas con inflamacion y respuesta
inmune, ambos procesos intimamente ligados al cancer (234). Por otro lado, a
pesar de asociarse con inflamacién, ain no hemos empezado a entender los
mediadores inflamatorios celulares y moleculares que Illevan a la
carcinogénesis y por qué en algunos casos las células inmunes pueden actuar
como pro- o anti-carcinogenéticas. En todo caso, parece que la sobre-
expresion de estas quimocinas en tumor estd asociada a mejor prondstico.
Ademas, como ya se ha comentado, tanto CXCL10 como CCL5 son regulados
por LTA (195) y CXCL9 esta intimamente asociada a CXCL10, por lo que su

correlacion en la expresion podria venir dada por esta relacion.

La correlacion en la expresion de TNF y NF-KBIA no ha sido descrita
anteriormente en cancer hasta donde nosotros conocemos. NF-KBIA es un
inhibidor de la familia de factores de transcripcion NF-kB y se asocia con la
inhibicion de la respuesta inflamatoria, mientras que TNF es una citocina
relacionada con inflamacion. Aparentemente su correlacion deberia ser inversa,
sin bien en células de leucemia mielégena humanas (k562) la expresion de
ambas se reducia tras el tratamiento con curcumina, (235), aunque no

analizaron la correlacion.
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Por otra parte, tras clasificar a los tejidos de los que disponiamos
jerédrquicamente en clusters no supervisados segun la expresién de los genes
estudiados, éstos se organizaban en 3 grupos los cuales concordaban
aproximadamente con el tipo de tejido, permitiéndonos distinguir entre tejido
tumoral, tejido adyacente y tejido normal. Por otra parte, la expresion de los
genes entre tejido tumoral y adyacente se agrupaban en una misma rama, lo
gue nos indicaria que los genes expresados en ambos tejidos tienen un

comportamiento mas similar entre ellos que respecto a tejido normal.

5.4. NF-kB y expresion de genes.

Para comprobar si los niveles de NF-kB en el ndcleo estaban relacionados
con la expresion de los genes seleccionados, se realizd6 una medida
semicuantitativa de las distintas subunidades de NF-kB  por
inmunohistoquimica. Solo obtuvimos una relacibn significativa entre
localizacion de p65 en nucleo y aumento de la expresion de LTA. LTA como ya
se ha comentado anteriormente esta implicado en la respuesta inmune e
inflamatoria y su aumento podria ser debido a un mecanismo de defensa
celular ya que el tumor no es un sistema cerrado y existen otras células no
tumorales a su alrededor. Por otra parte, se ha descrito en multiples ocasiones
qgue en la iniciacion del tumor el proceso de inflamacion juega un papel

importante.

Debido al bajo nimero de muestras de las que teniamos informacién de las 5
subunidades y de expresion, los datos obtenidos no son representativos. En
todo caso, los resultados deberan ser validados con un mayor namero de

muestras para llegar a una conclusion.

6. Perspectivas futuras

En el futuro se pretende aumentar el nUmero de muestras en el estudio de
expresion de genes relacionados con la activacion de NF-kB y realizar un

analisis segun las caracteristicas clinico-patologicas para validar los resultados
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preliminares detectados en muestras tumorales humanas. Ademas, se
pretende aumentar el tiempo de seguimiento lo que nos permitir4 analizar si las
diferencias detectadas en la expresion de los genes analizados estan
relacionadas con la evolucion de la paciente tras el tratamiento con
doxorubicina. También se pretende obtener muestras de pacientes pre- y post-
tratamiento apareadas y analizar tanto la activacion de NF-kB como la
expresion génica de sus genes diana tras la administracion del tratamiento con
antraciclinas. Ademas, estos genes cuya expresion varia tras el tratamiento

serian candidatos a intervenir en los procesos de resistencia.
Son necesarios estudios en mayor profundidad de las rutas metabdlicas para

obtener conclusiones soélidas que permitan predecir la evolucién del paciente

tras el tratamiento en funcion de las caracteristicas moleculares del tumor.
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Conclusiones

El farmaco doxorubicina activa a NF-kB en lineas celulares derivadas de
carcinoma mamario humano y su efecto se revierte mediante la
administracion del inhibidor MLN20.

La actividad de las subunidades p65, p50, p52 y relB de NF-kB esta
aumentada en tejido tumoral respecto a tejido normal lo que podria indicar
su implicacion en el desarrollo del cancer de mama a través de la
regulacion de sus genes dianas.

La subunidad relB esta fuertemente asociada a la progresion tumoral,
encontrandose su actividad incrementada en pacientes con ganglios
linfaticos positivos, tamafio tumoral mayor e invasion de tejidos adyacentes.
Un estudio méas profundo seria necesario para determinar si se trata de un
posible factor pronéstico de la enfermedad.

Nuestros datos sugieren que valores altos de las subunidades p52 y relB
estan relacionadas con resistencia endocrina, siendo posibles indicadores
de recidiva temprana en pacientes de cancer de mama positivos para
receptores de estrogenos.

El tratamiento de lineas celulares derivadas de carcinoma mamario con
doxorubicina provoca el aumento de genes asociados con actividades
qguimocina y citocina, sefializacion célula-célula y respuesta inflamatoria y
disminucién de genes anti-apoptoticos y transduccion de sefiales.

Los genes CXCL9, MMP9 y MYC poseen expresion aumentada en tejido
adyacente respecto a normal. Esto indicaria una implicacion del ambiente
en la tumorogénesis contribuyendo al desarrollo y a la expresion de ciertas
capacidades tumorales.

Los genes expresados diferencialmente entre tejido tumoral y tejido
adyacente al tumor estan relacionados principalmente con sefializacion
celular y respuesta inflamatoria aquellos que estan sobre-expresados
(CXCL10, CXCL9, LTA y MMP9) y con muerte celular aquellos cuya
expresion es menor (EGFR, MAP2k6 y MYC).
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Anexo 1. Hoja de informacion al paciente.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Se le ofrece la posibilidad de participar en el proyecto de investigacion titulado:

“ESTUDIO DEL VALOR PREDICTIVO DE NF-KappaB EN CANCER DE MAMA TRATADO
CON ANTRACICLINAS Y DE LA SENSIBILIZACION A ANTRACICLINAS MEDIANTE
INHIBICION DE NF-Kappa B” que esta siendo realizado por la Dra. Ana Lluch Hernandez, en
el Servicio de Hematologia y Oncologia Médica y que ha sido ya evaluado y aprobado por el
Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

Antecedentes:

El tratamiento con antraciclinas en cancer de mama es uno de los mas habituales. A
pesar de su eficacia todavia hay casos donde se presentan resistencias.

El factor de transcripcion NF-Kappa B puede estar relacionado con estas resistencias al
tratamiento. Estudiar este factor puede ayudarnos a conocer mejor los mecanismos de
actuacion del farmaco y predecir la respuesta de la paciente tras el tratamiento, de tal forma
que se puedan buscar alternativas terapéuticas para aquellas que presentan una respuesta
desfavorable.

¢, Cuél es el objetivo de este estudio?

El objetivo del estudio intenta conocer previo al tratamiento cémo las pacientes
responderan, para buscar en el futuro alternativas terapéuticas mas adecuadas para aquellas
pacientes que presentan una respuesta desfavorable.
¢Por qué se le ha pedido que participe?

Se le pide su participacion en este estudio ya que ha sido diagnosticada de cancer de
mamay tiene que ser sometida a cirugia.

¢En qué consiste su participacion? ¢Qué tipo de pruebas o procedimientos se le
realizaran?

Se le solicita permiso para utilizar con fines cientificos parte del material biol6gico que se le
extraera durante la intervencion quirdrgica a la que se la va a someter.

La participacién en el presente proyecto no supone ninguna alteracién del tratamiento que este
llevando (si lo tiene) y todo tratamiento que se le pueda poner a partir de los estudios clinico-
bioquimicos que se le realicen sera siempre bajo criterio médico.

¢ Cuéles son los riesgos generales de participar en este estudio?

No se provee ningun riesgo adicional para usted ya que utilizaremos para el estudio una
pequefia parte del tejido que le fue extraido durante el procedimiento quirdrgico.

¢Cuales son los beneficios de la participacion en este estudio?
Es muy posible que los resultados obtenidos en esta investigacion tengan poco valor
diagndstico o predictivo para usted, pero podra ayudar a conocer mejor su enfermedad y

mejorar el pronostico y el tratamiento de futuros pacientes.

¢ Qué pasara si decido no participar en este estudio?
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Su participacién en este estudio es totalmente voluntaria. En caso de que decida no participar
en el estudio, esto no modificara el trato y seguimiento que de su enfermedad realicen ni su
médico ni el resto del personal sanitario que se ocupa de su enfermedad. Asi mismo, podra
retirarse del estudio en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones.

Si hay extraccién de sangre hay que indicar: El riesgo previsible de su participacion Gnicamente
serd el minimo riesgo que conlleva la extraccion de una muestra de sangre, que incluye
molestias, dolor, enrojecimiento e hinchazon y/o pequefios hematomas en el lugar del brazo
donde se ha producido la extraccion.

SA quién puedo preguntar en caso de duda?

Es importante que comente con cualquiera de los investigadores de este proyecto los
pormenores o dudas que surjan antes de firmar el consentimiento para su participacion.

Asi mismo, podra solicitar cualquier explicacién que desee sobre cualquier aspecto del estudio
y sus implicaciones a lo largo del mismo contactando con el investigador principal del proyecto,
el Dra. Ana Lluch Hernandez en el teléfono 963862600 extension 61993.

Confidencialidad:

Todos sus datos, asi como toda la informacién médica relacionada con su enfermedad seran
tratados con absoluta confidencialidad por parte del personal encargado de la investigacion. Asi
mismo, si los resultados del estudio fueran susceptibles de publicacion en revistas cientificas,
en ningln momento se proporcionaran datos personales de los pacientes que han colaborado
en esta investigacion.

Tal y como contempla la Ley de Proteccion de Datos de Caracter Personal, podra ejercer su
derecho a acceder, rectificar o cancelar sus datos contactando con el investigador principal de
este estudio.

¢, Qué pasara con las muestras biolégicas obtenidas durante la investigacién?

Durante su participacion en este estudio, se le extraera una muestra de tejido tumoral. Esta
muestra sera siempre utilizada con fines cientificos, pudiéndose utilizar si usted asi lo autoriza
en el marco de otros proyectos de investigacion que tengan como objetivo el estudio de su
enfermedad y que previamente hayan sido evaluados y aprobados por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del Hospital.

Ademas, este material no sera bajo ningiin concepto ni en ninglin momento motivo de lucro,
bien sea por la venta del material o de los derechos para realizar estudios sobre los mismos.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
Titulo del Proyecto:

“ESTUDIO DEL VALOR PREDICTIVO DE NF-KappaB EN CANCER DE MAMA TRATADO
CON ANTRACICLINAS Y DE LA SENSIBILIZACION A ANTRACICLINAS MEDIANTE
INHIBICION DE NF-Kappa B”

Investigador Principal: Dra. Ana Lluch Hernandez

Servicio de Hematologia y Oncologia Médica/ Fundacién para la Investigacién Hospital Clinico
Valencia

Yo, he sido informado por el Dr.
, colaborador del proyecto de investigacion arriba mencionado, y declaro

que:

- He leido la Hoja de Informacién que se me ha entregado
- He podido hacer preguntas sobre el estudio

- He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas

- He recibido suficiente informacion sobre el estudio

Comprendo que mi participacion es voluntaria

Comprendo que todos mis datos seran tratados confidencialmente
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera

- Sin tener que dar explicaciones

- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Autorizo a que las muestras obtenidas durante el proyecto de investigacion sean utilizadas con
fines cientificos en otros proyectos de investigacion que tengan por objeto el estudio de mi
enfermedad y que hayan sido aprobados por el Comité de Etica de Investigacion Clinica del
Hospital Clinico Universitario de Valencia [ Si [J No

Quiero que se me pida autorizacion previa para utilizar mis muestras biolégicas para futuros
proyectos de investigacion [ Si 1 No

Con esto doy mi conformidad para participar en este estudio,

Firma del paciente:Firma del Investigador:
Fecha:Fecha
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Anexo 2. Tabla genes del “Human NF-kB signaling Targets RT? Profiler PCR Array”

Posicion  Unigene GeneBank Simbolo Descripcion
A01 Hs.441047  NM_001124 ADM Adrenomedullin
A02 Hs.19383 NM_000029 AGT Angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor, clade A, member 8)
A03 Hs.525622  NM_005163 AKT1 V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
A04 Hs.499886  NM_000382  ALDH3A2 Aldehyde dehydrogenase 3 family, member A2
A05 Hs.227817  NM_004049 BCL2A1 BCL2-related protein A1
A06 Hs.516966  NM_138578 BCL2L1 BCL2-like 1
A07 Hs.696238  NM_001166 BIRC2 Baculoviral IAP repeat containing 2
A08 Hs.127799  NM_001165 BIRC3 Baculoviral IAP repeat containing 3
A09 Hs.529053  NM_000064 C3 Complement component 3
A10 Hs.54460 NM_002986 CCL11 Chemokine (C-C motif) ligand 11
A1 Hs.303649  NM_002982 CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2
A12 Hs.534347  NM_002990 CCL22 Chemokine (C-C motif) ligand 22
BO1 Hs.514821 NM_002985 CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5
B02 Hs.523852  NM_053056 CCND1 Cyclin D1
B03 Hs.450802  NM_000579 CCR5 Chemokine (C-C motif) receptor 5
B04 Hs.472860  NM_001250 CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
B05 Hs.208854 ~ NM_001781 CD69 CD69 molecule
B06 Hs.838 NM_005191 CD80 CD80 molecule
BO7 Hs.595133  NM_004233 CD83 CD83 molecule
B08 Hs.370771 NM_000389 CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1)
B09 Hs.69771 NM_001710 CFB Complement factor B
B10 Hs.591402 NM_000757 CSF1 Colony stimulating factor 1 (macrophage)
B11 Hs.1349 NM_000758 CSF2 Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)
B12 Hs.592192  NM_000395 CSF2RB Colony stimulating factor 2 receptor, beta, low-affinity (granulocyte-macrophage)
CO01 Hs.2233 NM_000759 CSF3 Colony stimulating factor 3 (granulocyte)
C02 Hs.789 NM_001511 CXCL1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating activity, alpha)
Co03 Hs.632586  NM_001565 CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10
C04 Hs.590921 NM_002089 CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2
C05 Hs.77367 NM_002416 CXCL9 Chemokine (C-X-C motif) ligand 9
C06 Hs.488293  NM_005228 EGFR Epidermal growth factor receptor
co7 Hs.1395 NM_000399 EGR2 Early growth response 2
C08 Hs.62192 NM_001993 F3 Coagulation factor IIl (thromboplastin, tissue factor)
C09 Hs.654450  NM_000132 F8 Coagulation factor VIII, procoagulant component
Cc10 Hs.244139  NM_000043 FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6)
C11 Hs.2007 NM_000639 FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
C12 Hs.110571 NM_015675  GADD45B Growth arrest and DNA-damage-inducible, beta
D01 Hs.643447  NM_000201 ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1
D02 Hs.93177 NM_002176 IFNB1 Interferon, beta 1, fibroblast
D03 Hs.856 NM_000619 IFNG Interferon, gamma
D04 Hs.674 NM_002187 IL12B Interleukin 12B (natural killer cell stimulatory factor 2, cytotoxic lymphocyte maturation factor 2, p40)
D05 Hs.654378  NM_000585 IL15 Interleukin 15
D06 Hs.1722 NM_000575 IL1A Interleukin 1, alpha
DO7 Hs.126256 NM_000576 IL1B Interleukin 1, beta
D08 Hs.25333 NM_004633 IL1R2 Interleukin 1 receptor, type Il
D09 Hs.81134 NM_000577 IL1RN Interleukin 1 receptor antagonist
D10 Hs.89679 NM_000586 IL2 Interleukin 2
D11 Hs.231367 NM_000417 IL2RA Interleukin 2 receptor, alpha
D12 Hs.73917 NM_000589 L4 Interleukin 4
EO01 Hs.654458  NM_000600 IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2)
E02 Hs.624 NM_000584 IL8 Interleukin 8
E03 Hs.654579  NM_000207 INS Insulin
E04 Hs.436061 NM_002198 IRF1 Interferon regulatory factor 1
E05 Hs.36 NM_000595 LTA Lymphotoxin alpha (TNF superfamily, member 1)
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Posicion  Unigene GeneBank Simbolo Descripcion
E06 Hs.376208  NM_002341 LTB Lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3)
EQ7 Hs.463978  NM_002758 MAP2K6 Mitogen-activated protein kinase kinase 6
E08 Hs.297413  NM_004994 MMP9 Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type IV collagenase)
E09 Hs.202453  NM_002467 MYC V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
E10 Hs.82116 NM_002468 MYD88 Myeloid differentiation primary response gene (88)
E11 Hs.592142  NM_181659 NCOA3 Nuclear receptor coactivator 3
E12 Hs.654408 NM_003998 NF-KB1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1
FO1 Hs.73090 NM_002502 NF-KB2 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 2 (p49/p100)
F02 Hs.81328 NM_020529 NF-KBIA Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha
FO3 Hs.406515  NM_000903 NQO1 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1
Fo4 Hs.563344  NM_006186 NR4A2 Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2
F05 Hs.1976 NM_002608 PDGFB Platelet-derived growth factor beta polypeptide
F06 Hs.77274 NM_002658 PLAU Plasminogen activator, urokinase
FO7 Hs.196384  NM_000963 PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase)
F08 Hs.631886 ~ NM_002908 REL V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog (avian)
F09 Hs.502875  NM_021975 RELA V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian)
F10 Hs.654402  NM_006509 RELB V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B
F11 Hs.89546 NM_000450 SELE Selectin E
F12 Hs.73800 NM_003005 SELP Selectin P (granule membrane protein 140kDa, antigen CD62)
G01 Hs.167317  NM_003081 SNAP25 Synaptosomal-associated protein, 25kDa
G02 Hs.487046 NM_000636 SOD2 Superoxide dismutase 2, mitochondrial
G03 Hs.642990  NM_007315 STAT1 Signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa
G04 Hs.463059  NM_003150 STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 (acute-phase response factor)
G05 Hs.595276 ~ NM_012448 STATSB Signal transducer and activator of transcription 5B
G06 Hs.241570  NM_000594 TNF Tumor necrosis factor
G07 Hs.256278  NM_001066  TNFRSF1B Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1B
G08 Hs.478275  NM_003810 TNFSF10 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
G09 Hs.654481  NM_000546 TP53 Tumor protein p53
G10 Hs.522506  NM_021138 TRAF2 TNF receptor-associated factor 2
G111 Hs.109225  NM_001078 VCAM1 Vascular cell adhesion molecule 1
G12 Hs.356076 ~ NM_001167 XIAP X-linked inhibitor of apoptosis
HO1 Hs.520640  NM_001101 ACTB Actin, beta
HO2 Hs.534255  NM_004048 B2M Beta-2-microglobulin
HO3 Hs.592355 ~ NM_002046 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
HO4 Hs.412707  NM_000194 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
HO05 Hs.546285 NM_001002 RPLPO Ribosomal protein, large, PO
HO6 N/A SA_00105 HGDC Human Genomic DNA Contamination
HO7 N/A SA_ 00104 RTC Reverse Transcription Control
HO08 N/A SA_ 00104 RTC Reverse Transcription Control
H09 N/A SA_ 00104 RTC Reverse Transcription Control
H10 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control
H11 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control
H12 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control
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