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GLOSARIO






Aa: aminoacido.

ABC: avidina-biotina-complex.

ABI: applied biosystems instrument

Ac: anticuerpo.

ADNe: acido desoxirribonucleico complementario.
Ag: antigeno.

AR: receptor de androgenos (androgen receptor).

ARE: elemento de respuesta a androgenos (androgen responsiveness
element).

ARNm: acido ribonuceico mensajero.

ASCO: asociacion americana de oncologia clinica (American Association
of Clinical Oncology).

ASK-1: quinasa reguladora de sefial de apoptosis (apoptosis-signal-
regulating kinase 1).

CaP: cancer de prostata.

Cav-1: caveolina 1.

CCR: cancer colorrectal.

CEA: antigeno carcioembrionario (carcinoembryonic antigen).

CGH:  hibridacion gendémica comparada (comparative genome
hibridation).

CK: citoqueratina.

COPA: analisis por perfil de outliers en cancer (cancer outlier profile
analysis).

CNV: variacion de nimero de copias (copy number variation).
CPRC: cancer de prostata resistente a castracion.

CTC: células tumorales circulantes.

CTD: células tumorales diseminadas.

DAB: 3,3"-diaminobenzidina tetrahidrocloruro.

DAPI: 4’6" Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato

DEPC: dietilpirocarbonatada

dNTP: desoxirribonucledtidos trifosfato.

EGF: factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor).



EMR: enfermedad minima residual.

EMT: transicion epitelio mesenquimal (epithelial mesenchymal
transition).

EpCAM: molécula de adhesion de células epiteliales.

ERD: examen rectal digital.

ETS: familia de factores de transcripcion E26 (E Twentysix).

ETS: enfermedad de transmision sexual.

ERG: gen relacionado con ETS (ETS related gene).

ETV1: varinte de translocacion ETS 1 (ETS translocation variant 1)

FDA: administracion de alimentos y farmacos (food and drug
administration).

FIVO: fundacion instituto valenciano de oncologia.

FISH: hibridacion in situ fluorescente (fluorescence in situ hibridation).
FRET: transferencia electronica de la resonancia.

GSTP-1: glutation-S-transferasa pi.

GWAS: estudios de asociacion de todo el genoma (genome wide
association study).

HIFa: factor inducible de hipoxia a.

HBP: hiperplasia prostatica benigna.

HPC1: gen del cancer hereditario 1 (hereditary prostate cancer gene I).
HSP: proteinas de shock por calor (heat shock proteins)

ICQ: inmunocitoquimico.

IGF: factor de crecimiento de insulina (isuline growth factor).
Ig G: inmunoglobulina G.

ITHQ: inmunohistoquimica.

IL-6: interleucina 6.

ILP: intervalo libre de progresion.

ILPB: intervalo libre de progresion bioquimica.

ISET: separacion de células tumorales epiteliales por tamafio.
mAb: anticuerpo monoclonal (monoclonal antibody).

MAD: Desviacion absoluta de la mediana (median absolute deviation).



Mb: megabases.

miARN: micro ARN.

MUCT1: mucina 1.

PAP: fosfatasa acida prostatica.

PAR-1,2: receptores activados por proteasas. 1y 2.
PCP: parametros clinicopatoldgicos.

PIN: neoplasia intraepitelial prostatica (prostatic intraepithelial
neoplasia).

PIA: atrofia proliferativa inflamamtoria (prostatic inflamatory atrophy).
PSA: antigeno prostatico especifico (prostatic specific antigen).
PTR: prostatetomia radical.

PTEN: homologo de la fosfatasa y la tensina (Phosphatase and tensin
homolog).

qPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa o en tiempo real.

RLM-RACE: amplificacion rapida de extremos de ADNc.

RT: Retrotrotranscripcion.
SC: sindrome de Cowden.
SDS: dodecil sulfato sodico.
SF: suero fisiologico.

SG: supervivencia global.

SNP: polimorfismo de un solo nucledtido (single nucleotide
polymorphism).

SP: sangre periférica.

SPINK-1: Inhibor serina peptidasa Kazal tipo 1.

TGF: factor de crecimiento transformante (fransforming gowth factor).
TI: transcripcion inversa.

TMPRSS2: receptor transmembrana con actividad serin proteasa 2.
VA: vigilancia activa.

VEGEF: factor de crecimiento vascular endotelial.

VPP: valor predictivo positivo.

VPN: valor predictivo negativo.
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INTRODUCCION

1.1- EPIDEMIOLOGIA, DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO
DEL CANCER DE PROSTATA.

1.1.1.- Epidemiologia y caracteristicas clinicas del ciancer de
prostata.

El cancer de prostata (CaP) es el segundo tipo de tumor mas frecuente en
hombres después del cancer de pulmon. Mundialmente se diagnostican alrededor
700.000 nuevos casos al afio (11,7% del total de tumores en hombres). Aunque en
los paises en vias de desarrollo es el sexto tumor en incidencia, en los paises
desarrollados es mucho mas frecuente, tanto es asi, que en Norteamérica, Europa del
Norte y Australia es el tumor mas incidente. En el ambito de la Unién Europea, el
CaP es causante directo de la muerte del 3% de los varones y representa el 10% de
las muertes por causas oncoldgicas, de modo que el CaP representa un problema
sanitario de primer orden (1).

En Espafia se diagnostican unos 13.300 nuevos casos al afio (13,6% de los
tumores entre varones de nuestro pais), siendo la supervivencia a los cinco afios en
torno al 65% con una edad media de fallecimiento de 75 afios (2). Los datos
referidos a la Comunidad Valenciana indican que en el afio 2005 se diagnosticaron
1436 casos de CaP, siendo la tasa bruta de incidencia del 61,6 casos por cada 10000
habitantes. En el afio 2008 la tasa ajustada de mortalidad resultoé del 23,86 por cien
mil habitantes en la provincia de Valencia y 20,43 y 27,56 en las provincias de
Alicante y Castellon respectivamente estando en una posicion intermedia entre las
comunidades autonomas. La tasa global espafiola para ese mismo afio se sitia en el
21,48 (3).

Hay que resefiar que la incidencia del CaP ha aumentado en los ultimos
afios, principalmente por dos motivos. En primer lugar, debido al aumento
significativo de la esperanza de vida de la poblacion dado que esta neoplasia esta
ligada a la edad de manera clara, tal como evidencia el hecho de que tres cuartas
partes de enfermos a nivel mundial son mayores de 65 afios (4). En segundo lugar,
por la introduccion, a finales de los 80, de la determinacion de los niveles séricos de
antigeno prostatico especifico (PSA por sus siglas en inglés) en el cribado del CaP,
hecho este ultimo que aumentd drasticamente los casos diagnosticados en fase
preclinica (3).
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1.1.2.- Anatomia y funcion de la glandula prostatica.

La prostata es la glandula responsable de la secrecion alcalina necesaria
para la supervivencia de los espermatozoides en el pH acido vaginal. Tiene forma
de cono aplanado invertido con la base en la parte superior y el vértice en la
inferior (fig. 1c). Se sita por detras y debajo de la vejiga, alrededor del cuello
vesical y de la uretra prostatica, apoyada sobre el suelo del periné. Esta encerrada
en la celda prostatica, limitada por desdoblamientos aponeuroéticos (fig. 1a) (5).

En la prostata se diferencian las siguientes partes: la base es la porcion
superior de la glandula que estd en contacto con la vejiga; el vértice es la porcion
inferior, orientada hacia delante y abajo; la cara anterior se encuentra orientada
hacia la sinfisis del pubis, mientras que la cara posterior lo hace hacia el recto y la
infero lateral, hacia los lados de la celda y hacia abajo (5).

Estructuralmente, la prostata estd conformada por un parénquima
constituido por 30-50 pequenas glandulas que desembocan en la uretra a través de
conductillos. Externamente la prostata estd rodeada por una capsula que emite
tabiques fibrosos hacia el interior y de un sistema musculo eldstico muy
desarrollado. La secrecion esta almacenada en las cavidades glandulares, pudiendo
calcificarse. Segln su origen, se diferencia una parte endodérmica, que forma dos
lobulos laterales y un l6bulo medio y otra parte mesodérmica que forma el utriculo
prostatico, un resto atro6fico derivado del conducto paramesonéfrico (o de Miiller).

La mayoria de los tumores se forman en la zona periférica de la prostata,
donde son detectables mediante un examen rectal digital (ERD). Raramente se dan
en la zona transicional y son muy raros los casos que se localizan en la zona
central (Figura 1).
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Figura 1. Anatomia y esquema de la glandula prostatica, tomado de A) (6); B) (7); C)
(®)

1.1.3.- Diagnéstico del cancer de prostata.

El CaP es una enfermedad compleja, asociada a multiples factores que
afectan a su presentacion, progresion y pronostico (9). A nivel histologico, el CaP
esta constituido por una mezcla heterogénea de células, en la que las epiteliales y
estromales juegan un papel crucial en la tumorogénesis (10). Este proceso parece
estar asociado tempranamente con una displasia que comienza como atrofia
inflamatoria proliferativa (PIA), progresa a neoplasia intraepitelial prostatica (PIN)
y en algunos casos desemboca en un adenocarcinoma. Existen evidencias que
apuntan a que uno de los desencadenantes de la tumorogénesis podria ser una
inflamacion de la prostata debida a agentes infecciosos o bien por ingesta de
carcinégenos (11). Paralelamente, y en el curso de la evolucion de lesiones
premalignas, algunas células acumulan alteraciones génicas que, junto con la
sefializacion androgenica, estimulan el crecimiento y proliferacion del tumor (11).
Con respecto a la anatomia patologica, mas del 95% de los casos son
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adenocarcinomas mientras que el resto se compone de carcinomas de células
escamosas o transicionales y sarcomas (3).

El diagnostico de la enfermedad se fundamenta en la determinacion de los
niveles séricos de PSA, el examen rectal digital (ERD) y la ecografia (12) que en
conjunto ayudan a decidir la realizacion de una biopsia transrectal, la prueba
definitiva en el diagndstico de la enfermedad. El CaP se infraestadia en un 40-60%
delos pacientes, para paliar este efecto se han usado aproximaciones como
regresiones logistica y redes neuronales para mejorar el diagnéstico y el prondstico
de la enfermedad (13, 14).

1.1.3.1- PSA y pruebas derivadas.

Los niveles séricos PSA aportan informacién altamente 6rgano-especifica,
pero poco especifica de CaP. Asi, tanto en hiperplasia prostatica benigna (HBP por
sus siglas en inglés) como en prostatitis se producen aumentos séricos de este
biomarcador (15), pero no so6lo eso, sino que ademas, muchos pacientes con CaP
localizado presentan valores de PSA que se solapan con los de sujetos sanos,
resultando una zona gris de dificil interpretacion el intervalo entre 4 y 10 ng/ml,
especialmente en pacientes jovenes (16)(17). A fin de potenciar el poder
diagnostico de esta prueba se usan otras derivadas, especialmente ttiles en dicha
zona gris, dado que en este rango de concentraciones se realizan en la actualidad
gran numero de biopsias prostaticas innecesarias (18)

Estas pruebas diagndsticas derivadas del PSA son:

a) Densidad del PSA. Consiste en un cociente entre los niveles de PSA
sérico y el volumen prostatico medido por ecografia transrectal. La ventaja de esta
prueba es que, en teoria permite discriminar entre CaP y HBP, ya que el tumor
prostatico excreta mayor cantidad de PSA por cm’. Su principal inconveniente
radica en que la eficacia de esta prueba depende mucho de la medida exacta del
volumen prostatico y por otro lado de la proporcion entre estroma y epitelio en
HBP, ya que so6lo el segundo tipo celular sintetiza PSA (19). Sin embargo existe
mucha controversia en cuanto al punto de corte a usar. Seaman y cols. defienden
que en casos con un PSA sérico entre 4 y 10 ng/ml y un ERD normal, una
densidad de PSA > 0,15ng/ml/cm’ indica probabilidad aumentada de CaP (20). Sin
embargo, este valor no se ha establecido en su uso clinico porque otros trabajos no
han hallado diferencias significativas entre los casos estratificados segun este
punto de corte (21, 22). Una estrategia adoptada para paliar estos defectos es usar
el volumen de la zona periférica de la préstata en la férmula, dado que en esta
zona es en la que se dan los tumores a diferencia de las hiperplasias benignas (23).

b) La velocidad del PSA. Mide el aumento de concentracion de PSA total
con relacion a un tiempo dado, tedricamente mayor en el CaP que en la HBP, dado
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que el epitelio prostatico crece mas rapido en CaP que en HBP (24). Se ha
propuesto un punto de corte de esta prueba de >0,75ng/ml/afio (25). Su féormula es:

{ PSA2 — PSAL }{ PSA3 - PSA2 D
tiempol(arios) tiempo2(arios)

2

Siendo PSA1, PSA2 y PSA3 medidas de los valores séricos de PSA
efectuadas en un periodo de dos afios. Esta prueba también tiene un gran
problema; es dificil de realizar y estandarizar por el gran nimero de tests distintos
empleados. Asi pues esta prueba es mas util en el seguimiento que en el
diagnostico precoz del CaP.

¢) Formas moleculares de PSA. En suero o plasma encontramos el PSA
bien libre o bien acomplejado covalentemente con proteinas inhibidoras como la
al-antiquimotripsina que forma el complejo: PSA-al1ACT, y la a2-macroglobulina
(a2M), que forma PSA: a2M (26, 27). El primer complejo no tiene actividad
enzimatica mientras que el segundo se activa frente a pequefios sustratos. El hecho
de que el PSA libre es el 5-10% del total circulante da una idea de la importancia
de estas formas moleculares (28). Los inmunoensayos comerciales determinan la
concentracion de PSA total (atil en la discriminacion entre CaP e HBP), de
complejo PSA: alACT y de PSA libre. No asi el PSA unido a la a 2M,
inmunolégicamente indetectable debido a que la proteina rodea completamente a
la molécula de PSA bloqueando todos sus epitopos (26).

d) Pro-PSA: se trata de uno de los zimdgenos del PSA compuesto por 244
aminodacidos (aas) y una pieza aminoterminal de 7 o de 2 aas. Esta proteina esta
diferencialmente expresada en la zona periférica del tumor prostatico con respecto
a la zona de transicion benigna. También es remarcable que este pro-enzima se
expresa especificamente en el suero de pacientes con CaP confirmado. (29, 30)

Pese a que la deteccion de PSA es la prueba diagnoéstica de analisis mas utilizada,
numerosos estudios sugieren que el CaP esta sobrediagnosticado en un 30-50% de
los casos. Es decir, no todos los pacientes con PSA elevado tienen un tumor
prostatico. De hecho, en la rama europea del estudio de cribado poblacional
publicado en 2010 con un seguimiento de 12 afios se observa una disminucion del
riesgo relativo de muerte por CaP en el grupo de screening frente al grupo control
de 0,4%, necesitando tratar s6lo 12 hombres diagnosticados para salvar a uno de
morir por CaP. (31) Sigue siendo patente que dichos estudios de cribado llevan a
un considerable sobrediagndstico de la enfermedad (32). Por otro lado tanto el
estudio americano, Prostate Lung, Colorectal and Ovarian (PLCO) Screening
Trial como el europeo coinciden en el escaso valor del screening de esta
enfermedad (32, 33) por lo que pruebas mas especificas se hacen necesarias.



INTRODUCCION

1.1.3.2- Examen rectal digital.

El ERD es la prueba usada actualmente en el diagndstico del CaP junto
con los niveles séricos de PSA. El ERD es positivo si encuentra nodulos o
induracion que son procesos tardios en el CaP, por tanto, su uso unico o principal
en la deteccion precoz del CaP es muy cuestionable. El valor predictivo positivo
del ERD es del 35% similar al de los niveles séricos de PSA y la ecografia. (34)

Actualmente se integran estos factores en nomogramas diagnosticos para
suplir las deficiencias de cada técnica en cuanto a la especificidad y sensibilidad
(39).

1.1.3.3- Ecografia prostatica.

La ecografia resulta mas sensible que especifica en el diagnostico del CaP.
Existe un gran solapamiento en la imagen ecografica ofrecida por la hipertrofia
prostatica benigna, enfermedad inflamatoria, infarto, cirugia o biopsias previas que
son situaciones que pueden mimetizar al CaP por lo que la especificidad de esta
técnica es muy baja, en torno al 30%.

En cuanto a su sensibilidad se publican cifras muy variables debido a la
subjetividad inherente a cualquier prueba ecografica, por lo que esta técnica se
recomienda para guiar la biopsia prostatica pero no en la deteccion precoz del CaP
(36).

1.1.3.4.- Diagnostico anatomopatologico del Cancer de Proéstata.

El estandar en el diagnostico del CaP es la valoracion anatomopatologica
del tejido prostatico obtenido mediante biopsia ecoguiada, que suele ser transrectal
aunque mas raramente se puede acceder a la glandula prostatica a través del
periné. La biopsia por sextantes ya no esta considerada como suficientemente
informativa (fig.2). Actualmente se prefieren muestras de 10 a 12 cilindros. Un
nimero mayor de estos no aporta informaciéon mas concluyente y alimenta el
sobrediagnostico (37, 38). De hecho, en un estudio inglés se considera que la
obtencion de 10 cilindros con frucut trocar es lo ideal (39).

Una vez diagnosticado el CaP, el principal factor pronostico lo constituye
el grado de Gleason que consiste en asignar un grado del 1 al 5, de mayor a menor
diferenciacion tisular, a cada uno de los dos focos principales del tumor, teniendo
en cuenta que cada foco debe ocupar al menos el 5% de la superficie del tumor. A
no ser que el foco tenga un score de 4 6 5, en cuyo caso debe considerarse en el
computo aunque tenga una superficie menor (Figura 2). La suma de ambos valores
permite establecer el score. Aunque este parametro constituye el gold standard en
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el manejo clinico del CaP presenta el inconveniente de la subjetividad
interobservador y la variabilidad interpretativa en el tiempo (40). También ha
generado controversia la no inclusion del foco terciario del tumor en Ia
determinacion de este estadio (41).

A) B)

Figura 2: Estadificacion anatomopatolégica del CaP. A) esquema de una biopsia
prostatica realizada por el método sextante. Figura tomada de http://goo.gl/gRr2c. B)
esquema morfologico del tejido tumoral prostatico segun su grado de Gleason. Tomado de
stjohnprovidence.org

Son factores pronodsticos dentro de la biopsia, tanto el numero de cilindros
positivos obtenidos como el porcentaje de tejido tumoral en cada uno de ellos. En
un trabajo de un grupo espafiol con una media de 6,13 cilindros, el prondstico era
mejor en los casos con menos de 2 cilindros afectos que en los casos con 2 a 4
cilindros, y estos a su vez mostraron un mejor pronostico que los casos con mas de
5 cilindros tumorales (42).

En el pronoéstico de la enfermedad, hay otro gran problema: la carencia de
un método fiable que permita determinar el momento en que el tumor prostatico se
convertira en resistente a la castracion. A partir de este punto, el pronostico del
paciente empeora drasticamente y es frecuente que se produzcan metastasis oseas,
para las que actualmente solo se dispone de tratamiento paliativo (43).

1.1.4.- Estadificacion TNM.

La clasificacion TNM (tumor, adenopatias y metastasis) es la mas
extensamente usada en el estadiaje del CaP y estd muy relacionada con el
pronostico de estos tumores (38). (Tabla 1).
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Tabla 1: Clasificacion TNM del CaP del American Joint Committee on Cancer
(AJCC) cuya ultima actualizacion data de 2010.

T: Tumor primario (*).

Tx No se puede evaluar el tumor primario.
TO No hay evidencia de tumor primario.
T1 Tla Tumor detectado como hallazgo fortuito en
Tumor no una extension menor o igual al 5% del tejido
evidente resecado.
clinicamente, no T1b Tumor detectado como hallazgo fortuito en
palpable ni visible una extension mayor del 5% del tejido
mediante técnicas resecado.
de imagen. Tlc Tumor identificado mediante biopsia
prostatica.
T2 T2a El tumor abarca la mitad de un loébulo o
Tumor confinado menos.
en la prostata T2b El tumor abarca méas de la mitad de un
lobulo pero no ambos 16bulos.

T2¢ El tumor abarca ambos l6bulos.
T3 T3a Extension  extracapsular  unilateral o
Tumor que se bilateral.
extiende mas alla
de la capsula
prostatica.

T3b Tumor que invade la/s vesicula/s seminal/es.
T4 Tumor fijo o que invade estructuras adyacentes

distintas de las vesiculas seminales (cuello vesical,
esfinter externo, recto, musculo elevador del ano y/o
pared pélvica).

(*) Solamente se aplica para Adenocarcinoma prostatico.

N: Ganglios linfaticos regionales (*).

10
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Nx No se pueden evaluar los ganglios linfaticos
regionales.

NO No se demuestran metéstasis ganglionares regionales.

N1 Metastasis en ganglios linfaticos regionales.

(*) Los ganglios linfaticos regionales son los ganglios de la pelvis menor

M: Metastasis a distancia.

MO No hay metastasis a distancia.
M1 Mila Ganglios linfaticos no regionales.
Mi1b Huesos.

Milc Otras localizaciones.

Clinicamente podemos distinguir dos grandes grupos de CaP: unos son
tumores prostaticos capaces de diseminarse que acabaran siendo letales mientras
que otros son relativamente indolentes (11). Este hecho plantea de entrada una
serie de retos: como distinguir unos tumores de otros y el modo de abordaje clinico
optimo en cada caso. Para conseguir esto necesitamos mejores herramientas
prondsticas y diagnosticas.

11
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1.2- OPCIONES TERAPEUTICAS EN EL CANCER DE
PROSTATA.

1.2.1.- Tratamiento primario.

En el tratamiento primario del CaP existen varias opciones disponibles. En
primer lugar, existe la posibilidad de la vigilancia activa, consistente en un
estrecho seguimiento del paciente, de modo que se difiere el tratamiento hasta que
éste sea necesario. Obviamente, esta estrategia puede aplicarse en aquellos casos
con bajo riesgo de progresion (44, 45), dado que un CaP bien diferenciado tiene
una supervivencia a los 20 afios del 80-90%.

El abordaje quirargico es el mas frecuente en la actualidad. La
prostatectomia radical (PTR) es la cirugia realizada con intencion de extirpar y
curar completamente el CaP. Generalmente, se realiza en pacientes menores de 70
afios, segin su esperanza de vida y comorbilidades. La intervencion puede ser
retropubica (abierta o laparoscopica) o perineal, segiin la via de acceso a la
glandula prostatica. La ampliacion de la linfadenectomia, a fin de estudiar la
afectacion ganglionar, es importante en tumores de alto riesgo (>cT3a y/o
PSA>20ng/ml y/o Gleason > 8). Por otra parte, es importante preservar las

bandeletas nerviosas si oncoldgica y técnicamente es factible a fin de conservar la
capacidad de ereccion espontanea del paciente (46).

La utilizacion del bloqueo hormonal en neoadyuvancia, no parece ofrecer
ventajas en cuanto a la supervivencia libre de progresion bioquimica ni a la
supervivencia global con respecto al tratamiento sin neoadyuvancia segun un
meta-analisis publicado en 2006 (47). Donde existen mas controversias es en el
tratamiento hormonal en adyuvancia: si bien parece ser util en pacientes con
afectacion ganglionar macroscopica (48), en casos con afectacion ganglionar
minima, no se mostré ningun beneficio en pacientes a los que se afiadieron 150
mg/ dia de bicalutamida (49).

Otro tratamiento primario del CaP localizado consiste en la radioterapia.
Esta terapia puede ser bien externa, en la que la fuente de la radiacion
(generalmente un acelerador lineal de electrones) estd fuera del cuerpo del
paciente, o bien interna o braquiterapia, en la que se insertan en la gldndula
prostatica del paciente unas pequefas semillas radiactivas, de modo que el tejido
diana reciba directamente la radiacion (50, 51).

Aparte de la PTR y la radioterapia, existen otros tratamientos mas
recientes en el CaP primario localizado: la crioterapia de la prostata 'y el HIFU
(ultrasonido focalizado de alta intensidad) (52). Estos métodos se usan en casos en
que no este indicada la PTR, especialmente en tumores 6rganoconfinados, con un

12
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tamafio <40 ml, PSA sérico < 20 ng/ml, y un grado Gleason en la biopsia <7 (51).
Si bien la crioterapia esta aceptada como una técnica ablativa en CaP de bajo
riesgo o en rescate a progresion post radioterapia, el HIFU se considera atin una
técnica en investigacion y no esta aceptada por todas las asociaciones urologicas.

1.2.2.- Terapia hormonal.

El objetivo de la terapia hormonal es reducir drasticamente la cantidad de
androgenos circulantes, y por tanto intracelulares, del paciente, ya que el
crecimiento de los tumores prostaticos es dependiente de estas hormonas hasta
fases muy avanzadas de la enfermedad, donde el tumor se hace resistente a los
mecanismos de deprivacion hormonal. Ahora bien, este enfoque terapéutico
siempre es paliativo y no curativo. Esta terapia puede consistir en una
orquiectomia o bien en tratamiento farmacologico, en el que actualmente se
emplean agonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH)
porque evitan las secuelas fisicas y psicoldgicas de las terapias quirurgicas (53,
54). Las indicaciones de este enfoque son en casos localmente avanzados de
entrada, en recidivas de CaP tratados con otras técnicas, en fase metastatica o en
adyuvancia o neoadyuvancia a PTR o radioterapia (51)

1.2.3.- Seguimiento de pacientes con CaP.

A los pacientes con CaP se les somete a un seguimiento segun el grado de
la enfermedad, y ello depende del método terapéutico realizado de inicio. Estan
recomendados el ERD y la determinacion de los niveles séricos de PSA en cada
revision, mientras que no se recomiendan las técnicas ecograficas ni las biopsias.
No existe una recomendacion clara a nivel Europeo en cuanto a la periodicidad de
dichas revisiones (51), aunque habitualmente se realizan seguimientos cada tres
meses desde la intervencion hasta el primer afio, cada seis meses desde aqui hasta
el tercer afio, y anualmente a partir de este punto.

1.2.4.- Tratamiento del CaP resistente a la castracion.

La efectividad de la terapia hormonal en el CaP es temporal. En cierto
punto del tratamiento, tras haber realizado una segunda y/o tercera maniobras
homonales, el tumor prostatico deja de responder a la terapia convirtiéndose en
resistente a la castracion. Este estado se define dependiendo de la actitud
terapéutica inicial por unos criterios bioquimicos de progresion de PSA, diferentes
para cada abordaje, y/o por progresion clinica independiente del PSA. A partir de
este momento, el prondstico de la enfermedad empeora drasticamente y es
necesario cambiar el enfoque terapéutico. Los CaP resistentes a la castracion se
tratan con docetaxel en combinacion con prednisolona (51). Asi pues, un problema
acuciante a dia de hoy es predecir de entrada el momento en el que el tumor

13
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prostatico dejard de responder a la manipulacion hormonal. Estas resistencias
adquiridas por las células tumorales se deben a diversos mecanismos (55).

1.3- BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER DE
PROSTATA.

El CaP esta caracterizado por un amplio abanico de alteraciones a nivel
molecular que definen y marcan los distintos estadios de la enfermedad. En el
tejido prostatico normal, hay una baja proliferacion celular compensada con un
bajo nivel de apoptosis. En cambio, los tumores prostaticos tempranos, tienen un
aumento de 7 a 10 veces en la tasa de proliferacion mientras que el CaP avanzado
presenta una tasa de disminucion de la apoptosis de aproximadamente el 60% (56).
Por lo que, si bien en general existe un desequilibrio neto entre ciclo celular y
apoptosis en céancer, en CaP clinicamente localizado tiene importancia la
desrregulacion del ciclo celular, mientras que en estadios avanzados cobra mayor
importancia la apoptosis.

1.3.1.- Alteraciones citogenéticas.

Aunque la caracterizacion citogenética ha sido muy util en el estudio de
canceres hematologicos, en tumores solidos tiene menor uso, debido a la dificultad
de cultivo de tejido epitelial (57). De hecho, el CaP es especialmente dificil de
estudiar con técnicas citogenéticas porque su bajo indice mitdtico hace muy
costoso inducir la metafase (58).

Se estima que un 70% de los CaP presentan un cariotipo normal (59).
Entre el resto de casos, la inestabilidad genémica es un mecanismo importante en
la tumorogénesis prostatica. Se han descrito, usando técnicas citogenéticas,
pérdidas en 1p, 6q, 8p, 10q, 13q, 16q, 18q y ganancias en 1q, 2p, 7, 8q, 18q y Xq.
Estas ganancias y pérdidas se concretan en alteraciones en los genes AR, NKX3.1,
EIF3S3, myc, PDP, PABPCI y KIAA0196 (60).

1.3.2.- Alteraciones somaticas a nivel de ADN

Una de las mutaciones mas caracteristicas en CaP son las del gen SPOP
que codifica para el componente de reconocimiento del sustrato de la Cullin-3-
based E3-ubiquitin ligase. La frecuencia de estas mutaciones se ha establecido en
un 6-13% de los casos. Funcionalmente, la pérdida de funcion de este gen conlleva
la alteracion del patron de expresion génica. (61, 62).

Otra alteracion a este nivel es la delecion de NKX3.1 por delecion de 8p.

Este gen homeobox estabiliza a p53, inhibe la activacion de AKT y contrarresta los
efectos de la delecion de PTEN en CaP (63). En modelos murinos la pérdida de
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funcion de este gen produce defectos en la morfogénesis ductal y la funcion
secretora prostatica (64).

Hay numerosos genes supresores de tumores implicados en la progresion
del CaP, entre los principales estan: Rb, implicado en la apoptosis en respuesta a
androgenos de células prostaticas (65), MDM?2 regula a p53 y otros moduladores
del ciclo celular (66) y FHIT relacionado con la extension extraprostatica del CaP
(67).

1.3.3.- Alteraciones a nivel de ARN

Existen numerosas anomalias a este nivel. En primer lugar, se ha detectado
una sobreexpresion de c-Myc asociada con un elevado estadio de Gleason
mediante Northern blot. Sin embargo, la relacion entre este gen y el inicio o la
progresion del CaP genera controversia (68). Por otro lado, se ha descrito una
estadificacion de la enfermedad respecto al estadio de Gleason basada en la
expresion de un panel de 86 genes (69). Dentro de este tipo de estudios se han
descrito perfiles diferenciales de expresion en factores de crecimiento y genes que
codifican para proteinas chaperonas entre otros (70).

1.3.4.- Alteraciones a nivel de micro ARN (miARN).

Los miARN son monohebras cortas de ARN no codificante que regulan
negativamente la expresion génica. Actiian uniéndose a la region no traducida 3’
del ARNm. La expresion aberrante de miARNs esta implicada en la iniciacion,
desarrollo y metastasis del CaP (71).

Existen numerosos miARNs que presentan expresion diferencial en CaP,
pero solo ha sido validada experimentalmente la implicacion en la patogénesis del
CaP la sobreexpresion de los miARNs oncogénicos: miR-221/-222, miR-21 y
miR-125b y la infraexpresion de los miARNs con actividad supresora de tumores
como miR-101, miR-126, miR-146a, miR-330, el cluster miR-34 y la familia de
miR-200 (71).

En general, como consecuencia de estas alteraciones genéticas o
epigenéticas, se producen anomalias constitucionales en la estructura de la
proteina o bien en sus niveles de expresion favoreciendo la progresion tumoral y
en determinados contextos, la resistencia a castracion.
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1.3.5.- Alteraciones a nivel del receptor androgénico.

La principal via de sefializacion implicada en tumores prostaticos es la del
receptor de androgenos (RA), de hecho esta via se usa como diana terapéutica en
CaP primario, aunque llega un momento en que el tumor deja de responder al
bloqueo de esta ruta. La principal causa de este fenomeno reside
fundamentalmente en alteraciones en el mismo AR (mutaciones y amplificaciones)
o a estimulacion de receptores tirosina quinasa (EGFR, HER-2, IGFIR, etc...), a
citoquinas como la /L-6, y también a proteinquinasas tales como: MEKK-1, PKA'y
JAK implicadas en distintas vias de transduccion de sefiales (Figura 3) (72).

RTK

Supervivencia/Proliferacion

Figura 3 activacion de la ruta del receptor de androgenos mediada por la via
PI3K/AKT a través de la activacion por el receptor con actividad tirosina quinasa
(RTK).
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1.3.6.- Alteraciones de la interaccion estroma epitelio.

El estroma prostatico normal secreta numerosos factores paracrinos que
promueven el crecimiento y la diferenciacion celular. Durante el proceso de
tumorogénesis prostatica, estos factores pierden su regulacion. Entre estos factores
se encuentran:

En primer lugar, EGF (factor de crecimiento epidérmico, epidermal
growth factor) y TGF-a y f (factor de crecimiento transformante, transforming
growth factor) (73) e IGF1R (receptor del factor de crecimiento derivado de la
insulina, insuline growth factor receptor) presentan sobreexpresion en tejido
tumoral prostatico (74).

Por ultimo, otro de los factores paracrinos iasociados a la progresion y
resistencia a la castracion del CaP es IL-6 (interleucina 6) (75).

1.3.7.- Alteraciones en la adhesividad celular.

Una de las alteraciones mas tempranas del CaP es la infraexpresion de E-
cadherina en la lesion precusora PIN. También infraexpresa la vimentina, proteina
componente del citoesqueleto (64). El tumor debe perder su anclaje al tejido
tumoral para progresar localmente, pasar a circulacion y finalmente proliferar en
otro tejido produciendo metéstasis. Hay multiples genes implicados en este
fenotipo invasor. Secuencialmente uno de los primeros eventos de la metéstasis es
la pérdida de expresion por hipermetilacion de la region promotora de KA/I. Gen
situado en 11pl1.2 y que pertenece a una familia de moléculas de membrana de
leucocitos (76).

Otro gen implicado en los procesos de metastasis es CD-44 una proteina
transmembrana que actia en la adhesion celular mediante la union del complejo de
la matriz celular. En CaP esta infraexpresado por hipermetilacion de su region
promotora (77).

1.3.8.- Inflamacion en CaP.

Se ha descrito que alrededor de un 20% de los CaP estan causados por una
inflamacidn cronica que puede ser producida por los siguientes agentes:

Por ejemplo, algunas bacterias y protozoos, causantes de enfermedades de

transmision sexual (ETS), como Chlamydia trachomatis (78), Trichomonas
vaginalis (79), Treponema pallidum (80), y otros causantes de infecciones no ETS
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como Propinobacterium acnes (81) y algunas bacterias gram negativas como
Escherichia coli (82).

También se han descrito infecciones viricas relacionadas con procesos
inflamatorios en CaP como las causadas por el virus del papiloma humano (HPV),
virus herpes simplex II (VHS-2) y citomegalovirus (CMV) (83).

Otros causantes no infecciosos de inflamacion también podrian estar
implicadosen la etiologia del CaP, como son: el reflujo urinario y trauma fisico y
quimico también estdn implicados en la etiologia del CaP (para revision (8))

Por otro lado se ha descrito una relacion inversa entre el consumo a largo

plazo de antiinflamatorios no esteroideos y el CaP, lo que refuerza la hipotesis del
papel etiologico de la inflamacion en CaP (84).
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1.4- COMPONENTE HEREDITARIO DEL CaP.

Se estima que entre un 5-10% de los CaP son hereditarios, siendo las
familias que cumplen con alguno de estos criterios, las que mayor riesgo tienen de
ser portadoras de alguna mutacion que justifique ese caracter hereditario: la
presencia de tres casos en una familia, la ocurrencia de la enfermedad en tres
generaciones sucesivas, o bien dos o mas parientes diagnosticados antes de los 55
afos (85). Actualmente, no conocemos ningun gen que juegue un papel claro en la
predisposicion del CaP (85-87). En esta linea, en 1996 fue descrito el gen HPCI
(hereditary prostate cancer gene 1) y aunque dos estudios refrendaron este
hallazgo, ninguno de ellos determind ligamiento en las familias estudiadas (65, 88,
89). Posteriormente se describio un locus en el brazo largo del cromosoma X
(Xq27-28) de susceptibilidad al CaP, pese a que el gen responsable de ello llamado
HPCX no ha sido establecido atn (90).

El CaP y el de mama tienen muchas caracteristicas en comin. Ambos son
hormonodependientes, y tienen tendencia a la metastasis 6sea. Ademas, existen
estudios epidemiologicos que han asociado ambas enfermedades (91-93). De
hecho, se estima que los sujetos con mutaciones en BRCAI (94) o BRCA2 (95, 96)
tienen un riesgo tres veces mayor de desarrollar tumores prostaticos que la
poblacién que no porta esas mutaciones.

Nuevos planteamientos técnicos de alto rendimiento, han hecho posible la
realizacion de estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS). Estos estudios
se basan en el desequilibrio de ligamiento mediante el analisis de polimorfismos
de un solo nucledtido (SNPs) representativos de un determinado haplotipo (tag
SNPs) que ponen de manifiesto la existencia de locus y SNPs relacionados con la
susceptibilidad de desarrollar la enfermedad (97). De este modo se han descrito
factores de riesgo hereditarios en CaP: estos factores pueden predisponer, o bien
indicar enfermedad mas agresiva. En 2006 dos grupos describieron SNPs de riesgo
de CaP en 8q24 (98, 99), encontrando SNPs asociados con muerte especifica por
CaP en los genes ARVCF, LEPR, Cryl, RNASEL e IL-4 (100). Han sido descritos
otros SNPs implicados en predisposicion a recurrencia temprana como KLK2,
KLK3,SULTIAI, BGALP y TLR4 (101, 102)

Otra fuente de variacion en linea germinal son las variaciones en nimero
de copias de determinados locus (CNV), que son ganancias o pérdidas de
fragmentos de ADN de una longitud de entre unos cuantos cientos de bases a
varias Mb. Al igual que los SNPs estas alteraciones confieren susceptibilidad a
ciertas enfermedades incluido el cancer (103-105). Asi algunas CNV se han
asociado al sindrome de Li-Fraumeni y neuroblastoma (106, 107). En CaP se han
detectado este tipo de alteraciones en el gen UGT2B17 que juega un importante
papel en el metabolismo de la testosterona y la dihidrotestosterona (108)
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A pesar del gran volumen de informacion generado por estos trabajos atin
no se ha determinado con seguridad ningin gen de susceptibilidad al CaP.

1.5.- NUEVOS BIOMARCADORES MOLECULARES EN EL
MANEJO CLINCO DEL CaP.

Existen numerosos mecanismos moleculares que alteran los niveles de
expresion de los genes implicados en la etiologia del CaP. Entre estos mecanismos
podemos destacar la amplificacion génica, miARN, alteraciones en la maquinaria
de procesado de ARNm, metilacion de las regiones promotoras de determinados
genes, cambios en la estructura de la cromatina, etc... (109):

1.5.1.- EPCA.

EPCA (antigeno prostatico temprano, early prostate cancer antigen) es
una proteina sérica determinable por ELISA (110). Biologicamente deriva de la
matriz nuclear. Existen dos isoformas de esta proteina, EPCA-1, descubierta en
primer lugar, y EPCA-2 que discrimina entre pacientes con tumores
extraprostaticos de otros o6rganoconfinados. Se ha publicado que la determinacién
de esta proteina por inmunohistoquimica podria ser util también en el diagnostico
del CaP (111, 112).

1.5.2.- GSTP-1.

La superfamilia de enzimas GSTs forma parte de un mecanismo de
defensa de la célula contra el estrés oxidativo. En concreto, son responsables de la
detoxificacion de numerosos xenobidticos mediante la catalizacion del ataque
nucleofilico del glutation reducido sobre compuestos electrofilos (113, 114).
Segun su estructura y propiedades inmunologicas y bioquimicas, los miembros de
esta superfamilia se clasifican en cuatro grupos; o, U, Ty 0.

GSTP-1 (glutation-S-transferasa ©) (OMIM 134660) situado en el locus
11q13, es un gen polimorfico que codifica para cuatro isoformas proteicas. Este
gen esta silenciado epigenéticamente en mas del 90% de los tumores prostaticos y
en un 70% de las neoplasias prostaticas intraepiteliales (PIN) pero no en tejido
prostatico normal. Este silenciamiento estd causado por hipermetilacion del
promotor de GSTP-1, y estd considerado uno de los eventos moleculares mas
tempranos de la tumorogénesis prostatica. Por ello se han llevado a cabo esfuerzos
para utilizar este biomarcador como diagnostico en muestras de orina (113, 115).
La mayoria de tumores con esta alteracion se asocian también a la hipermetilacion
de otros genes como pl6INK4A (9p21), pI14ARF (9p21) y MGMT (10q26) (116).
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1.5.3.- AMACR.

También se ha descrito la sobreexpresion de AMACR (5pl13.2-ql11.1)
(OMIM 604489) en un 88% de los CaP. Este gen codifica para a-metil coenzima
A racemasa, enzima implicado en la B-oxidacion de &cidos grasos largos de cadena
ramificada. Estos acidos no pueden ser metabolizados en las mitocondrias debido a
sus carbonos metilados, por lo que deben ser degradados en los peroxisomas. Los
acidos grasos ramificados, especialmente el acido fitanico, han sido extensamente
estudiados dado que estan implicados en el CaP, colon, mama y otros, ademas de
en enfermedades neurologicas (114, 117). Se ha propuesto a este enzima como
elemento clave en la relacion entre el CaP y ciertos habitos alimenticios como
consumo de carnes rojas a la brasa (118). Dada su alta expresion en CaP, algunos
autores han desarrollado tests diagnosticos en orina con resultados prometedores
(119-121), si bien las series analizadas no son lo suficientemente consistentes
como para ofrecer unos datos definitivos.

1.5.4.- PAR-1'y PAR-2.

PAR-2 (5q13.3) (OMIM 601919), codifica para un receptor acoplado a
proteinas G activadas por serin-proteasas especificas, entre ellas TMPRSS2. Se
considera que juega un papel en el desarrollo de metastasis (122) y sobreexpresa
en aproximadamente un 40% de los CaP (123). Por su parte, PAR-1 (3q13-q21)
(OMIM 603065), se asocia a una mayor recurrencia bioquimica (123).

1.5.5.- HEPSIN.

HEPSIN (TMPRSSI) (19q11-q13.2) (OMIM 142440), codifica para una
proteina transmembrana con actividad serin-proteasa. Este enzima muestra
relacion con la metastasis ya que esta implicada en la desorganizacion la
membrana basal en modelos murinos de CaP (124). El potencial diagndstico de
este gen en CaP ha sido estudiado con microarrays de expresion, que mostraron
una clara expresion diferencial de HEPSIN en tejido tumoral prostatico frente a
tejido normal. Sin embargo este marcador no es totalmente especifico, ya que
también se ha encontrado sobreexpresado en carcinoma de ovario y renal (125).

1.5.6.- Pim-1.

Pim-1 (6p21.2) (OMIM 164690) codifica para una proteina con actividad
serina-treonina quinasa (126). Fue descrito como oncogén por su implicacioén en
los linfomas T (127) y posteriormente, fue implicado en otras enfermedades como
la leucemia mieloide aguda y otras patologias hematologicas. Tiene una
importante funcion en la regulacion de procesos como la apoptosis, el ciclo celular
y la regulacion transcripcional mediante la fosforilacion de proteinas implicadas en
estos procesos. La sobreexpresion de esta proteina no es especifica del CaP, sino
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que también se da en PIN y, por tanto, se trata de un evento temprano en la
tumorogénesis (128). Su expresion también correlaciona con un mayor intervalo
libre de progresion bioquimica (126).

1.5.7.- SPINK-1.

SPINK-1 (5q32) (OMIM 167790) codifica para una proteina inhibidora de
la secrecion pancredtica de tripsina y esta sobreexpresado en aproximadamente un
10% de los casos de CaP. La expresion de este gen es detectable en muestras de
orina y parece tener relacion con un menor intervalo libre de progresion
bioquimica (129). También se ha relacionado la expresion de esta proteina como
un evento relativamente tardio en la tumorogénesis prostatica y relacionado con la
dependencia androgénica del tumor, esta considerado como un marcador de mal
pronostico (130, 131). Este marcador también se ha incluido en paneles
diagnosticos para detectar CaP en orina (132). Otro aspecto importante de este
biomarcador es que constituye una diana terapéutica para el ac monoclonal
cetuximab. Este farmaco contra EGFR, también inhibe a SPINK-1 debido a su alta
homologia con EGF (133).

1.5.8.- TPD52.

TPD52 (8q21) (OMIM 604068) codifica para tumor protein D52 cuya
funcioén ha sido relacionada con el trafico intracelular de vesiculas. A nivel génico,
presenta amplificaciones y aumento de expresion del ARNm en distintos tumores.
Ademas de tumores prostaticos, su expresion esta alterada en cancer de mama
(134, 135), ovario (136, 137) y colorectal (138). Citogenéticamente, la pérdida del
brazo corto del cromosoma 8 se considera un evento temprano en la tumorogénesis
prostatica, mientras que la ganancia del brazo largo del mismo cromosoma, en el
que se sitia el gen TPD52, se considera un evento mas tardio asociado con la
progresion del CaP (139, 140). Este locus también alberga a Elongina C (8q21)
(141) y a N-myc (8q24) (60, 142, 143) ambos oncogenes relacionados con el CaP.
Para revision (144, 145), existiendo ademas una relacion entre la expresion de este
gen y una recurrencia bioquimica tumoral (146).

1.5.9.- PTEN.

El gen supresor de tumores PTEN (10g23.3) (OMIM 601728), homoélogo
de la fosfatasa y la tensina, codifica para una proteina de 403 aminoacidos situada
en la membrana plasmatica y en el nucleo. El gen, descrito en el afio 1997, actia
como supresor de tumores. Se presenta frecuentemente inactivado en numerosos
tumores, incluido el CaP (147). Se localiza en varios tejidos y su accion
antagoniza al efecto proliferativo de muchos factores de crecimiento, en especial
IGF-11, de modo que si se pierde la actividad de PTEN, se promueve la

22



INTRODUCCION

tumorogénesis y supervivencia tumoral por activacion de la via PI3K/AKT/mTOR
(mammalian target of rapamycin) (148).

Dentro del CaP la pérdida de funcion de este gen se ha relacionado con
numerosos parametros y eventos clinicopatologicos. Por una parte, su pérdida
favorece la resistencia a hormonoterapia (149) y a quimioterapia (150, 151),
ademas de ser marcador de resistencia a radioterapia (152). A nivel prondstico, la
falta de expresion del gen se correlaciona con metastasis oseas, estadio de Gleason
elevado y altos niveles séricos de PSA (153).

Respecto a su mecanismo de actuacion PTEN mantiene bajos los niveles
intracelulares de fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfato  (PIP3), catalizando Ia
desfosforilacion de esta molécula y convirtiéndola asi en fosfatidilinositol—(4,5)-
difosfato (PIP2). Por tanto, cuando esta proteina esta ausente, existe una elevada
concentracion de productos lipidicos de la via PI3K y un aumento consiguiente de
actividad de proteinas efectoras de esta via (154). Los efectos fenotipicos de PTEN
son mediados también por la via pAkt activada por PIP3, de modo que la
activacion de esta ruta confiere al tumor caracteristicas relacionadas con
proliferacion y supervivencia celular (155). Estos efectos de Akt estan mediados
por la regulacion del metabolismo glucidico, como demuestra el hecho de que en
células deprivadas de glucosa, esta ruta no inhibe la apoptosis (153). Es mas,
también se ha demostrado que la activacion de la via AKT/m TOR estimula a HIF-
o, que posibilita la glucolisis anaerobia, asegurando la supervivencia celular (156).
Por tltimo, la ruta AKT produce una sinergia que favorece la tumorogénesis, ya
que se coactiva con mTOR promoviendo la proliferacion celular. Ahora bien, los
efectos de esta via no son suficientes para desencadenar todos los efectos pro-
tumorales de PI3K, sino que existen mecanismos independientes de AKT que
actian sobre el ciclo celular estabilizando p53 y disminuyendo la actividad de la
ciclina D1 (157). Existen otros mecanismos, también independientes de AKT,
mediante los cuales PTEN influye en el control de la migracion celular y su
adhesion fosforilando quinasas (158, 159). Otros mecanismos de accion de PTEN
incluyen la regulacion negativa de IGF-1R, lo que lleva a una induccion de la
proliferacion celular y aumento de la apoptosis, y que, por otro lado inhibe a
VEGF y disminuyendo la proliferacion de células epiteliales. Asi pues, tumores
con pérdida de expresion de PTEN, tendran elevada expresion de IGF-1R y VEGF
(155). Por ultimo PTEN suprime la sefializacion de la via MAPK (160). Dentro de
esta ruta, actua sobre ASK-1 (apoptosis-signal-regulating kinase 1), una MAP3-K
que desencadena la apoptosis. Dado que pAkt inhibe esta proteina, la pérdida de
funcion de PTEN promueve la supervivencia celular por evasion de la apoptosis
(161).

La hiperexpresion de AKT en CaP se debe a la amplificacion de su gen o

de las quinasas que actuan sobre ¢l, o bien a una pérdida de los reguladores
negativos de la via principalmente PTEN. De todos estos mecanismos, el ultimo es
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el mas importante (158, 160). PTEN CaP, hay tres modos descritos: en primer
lugar, la pérdida de heterozigosidad, seguida de mutaciones somaticas y
alteraciones epigenéticas, aunque el mecanismos mas frecuente es la delecion de
un alelo acompafiada de mutacion del otro (162).

En definitiva, todos estos mecanismos hacen a PTEN uno de los genes mas
ubicuamente implicados en la patogénesis molecular oncoldgica. Por ejemplo, el
Sindrome de Cowden (SC) esta causado por alteraciones del gen PTEN, asi como
la enfermedad de Lhermitte-Duclos, caracterizada por un gangliocitoma displasico
del cerebelo, esta patologia junto con el SC parecen ser manifestaciones de una
misma enfermedad. Defectos en este gen también causan carcinoma escamoso de
cabeza y cuello, glioma familiar del cerebro asi como sindrome de macrocefalia y
autismo. Por otro lado alteraciones en PTEN aumentan considerablemente la
susceptibilidad al cancer de endometrio. Han y cols demostraron una coocurrencia
entre la presencia de TMPRSS2-ERG y pérdida de PTEN en CaP (163).

1.5.10.- PCA3PP3,

PCA-3 0 DD3 (9q21-22), constituye junto con el PSA, el Ginico parametro
molecular empleado en el manejo clinico del CaP en la actualidad. Se trata de un
gen descubierto en 1999 gracias al uso de un analisis diferencial de expresion
(differential display) entre tejido normal y canceroso de la prostata (164). Estudios
posteriores mediante PCR cuantitativa (QPCR) demostraron una expresion relativa
de este gen unas 60 veces mayor en tejido tumoral que en normal ¢ HBP (165,
166), no detectandose expresion de PCA3 en otros tejidos o tumores (164, 165).

Estructuralmente, PCA-3 esta constituido por cuatro exones, de los cuales
el segundo se pierde en un 95% de los transcritos por un proceso de splicing
alternativo (164) (Fig 4). La secuencia del gen tiene muchos codones de stop en el
marco de lectura y la falta de una pauta de lectura extensiva sugiere que este gen
codifica para un ARN no codificante. Es mas, con el descubrimiento de los nuevos
sitios de inicio de transcripcion, se formarian cuatro nuevas pautas de lectura, con
lo que produciria una proteina de 70 a 82 aminoacidos (164, 167) sin ninguna
coincidencia con proteinas conocidas (168). Por otro lado se han encontrado estos
transcritos dentro del nucleo (169), lo que apoya la hipotesis de un ARN no
codificante.
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Figura 4: Estructura de PCA-3 situado en el locus 9q21-22. La unidad de transcripcion
consiste en cuatro exones en rojo (1, 2c, 3 y 4) y tres sitios de poliadenilacion en el exon 4.
Clarke y col. (167) identificaron dos nuevos exones (2a y 2b), cuatro nuevos sitios de
poliadenilacion en el exon 4 (lineas verticales) y cuatro nuevos sitios de inicio de
transcripcion (en rosa en el exon 1). Tomado de Day y cols. (170)

La especificidad de este biomarcador en CaP llevo al desarrollo de
métodos de deteccion trasladables a la practica clinica utilizando sedimentos
celulares de orina centrifugada tras un ERD (166, 171-173) al ser mas informativa
que en orina directa. Recientemente, Gen-Probe (San Diego, USA) ha desarrollado
otro procedimiento para la deteccion de PCA-3, usando transcripcion mediada por
amplificacion y deteccion con sondas fluorescentes, a partir de orina total en lugar
de sedimentos, con lo que es mas reproducible que los anteriores (174). La ventaja
de este biomarcador con respecto al PSA es que su expresion es independiente del
tamafo prostatico y de los niveles séricos de PSA (175-177) y lo mas importante,
que sus niveles de expresion se correlacionan con una mayor probabilidad de una
biopsia prostatica positiva (175, 176, 178).

Cada vez hay mas evidencia de que los niveles de PCA-3 son mucho maés
especificos que el PSA para la deteccion de CaP (179), también en poblacion
espafiola con sospecha de CaP (180), por lo que este marcador ha demostrado una
utilidad practica junto con el PSA y el ERD en el diagnostico precoz del CaP, de
forma aislada o en conjuncion con otros marcadores moleculares dentro de paneles
multiples en orina. Esta en discusion su capacidad pronostica, habiendo ofrecido
resultados controvertidos al respecto (181). Actualmente su uso esta aprobado por
la FDA en combinacion con los niveles séricos de PSA y el ERD para indicar el
uso de biopsias repetidas (www.pca3.org).
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1.6.- GENES DE FUSION Y CANCER DE PROSTATA.

Los genes de fusion se forman cuando dos regiones cromosdmicas
inicilamente separadas, cambian de posicion para unirse, dando lugar, en
ocasiones, a un nuevo gen (llamado también gen quimérico) que presenta una
nueva funcion. Dichos genes son resultado de aberraciones cromosdmicas
estructurales (translocaciones reciprocas, deleciones o inversiones), que han sido
descritas en muchos tipos de cancer (182). No obstante, teniendo en cuenta el
tamafio del genoma humano y el bajo porcentaje de ADN codificante, la mayoria
de las roturas cromosdmicas que finalmente resultan en una translocacion
balanceada no producirian un efecto fenotipico porque no afectan a regiones
codificantes.

Estos genes quiméricos estan extensamente caracterizados en linfomas,
leucemias y sarcomas, pero solo recientemente se han empezado identificar y
caracterizar en carcinomas, principalmente en CaP, aunque también en carcinoma
papilar y folicular de tiroides, en algunos carcinomas de rifion y
mucoepidermoides (183).

En el campo de las fusiones génicas fenotipicamente significativas
implicadas en el cancer, es posible diferenciar dos grandes grupos. En el primero,
se produce la sobreexpresion de un oncogén, como por ejemplo sucede en
dermatofibrosarcoma protuberans donde en el 95% de los casos hay una
sobreexpresion de PDGFB como resultado de la fusion COLIAI-PDGFB, donde
la region promotora y parte de la region codificante de COLIA! se fusiona con la
region codificante de PDGFB. En el segundo grupoel resultado es una proteina
quimérica que implica a un factor de transcripcidon, como es el caso de EWS-FLII
en sarcomas de Ewing (184).

Técnicamente, la identificacion de genes quiméricos escapa a las técnicas
de alto rendimiento (arrays de ADNc), no obstante en conjuntos de datos
obtenidos en estos experimentos de expresion, pueden ponerse de manifiesto
reordenamientos génicos y alteraciones de nimero de copias siempre que se usen
tratamientos analiticos no tradicionales para el procesamiento de los datos. El test
de la T de Student, por ejemplo, detecta genes que sobreexpresan constantemente
en un determinado tipo de céancer, si bien no es efectivo a la hora de poner de
manifiesto genes que sobreexpresan en un subconjunto de tumores dentro de un
determinado tipo de cancer (outliers) (185). A pesar de que, en estadistica, el
término outlier indica medidas que exceden la tasa de variacion esperada en un
conjunto de datos, en biologia, este término es aplicable al analisis de procesos
derivados de la progresién tumoral. Por tanto el concepto de outlier tiene un
significado peyorativo en estadistica mientras que en investigacion biologica del
cancer, y principalmente usando técnicas de alto rendimiento, tiene un valor
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positivo (186). En este sentido, en el afio 2005, la revista Science publicé un
articulo del grupo de Arul M. Chinnaiyan de la Universidad de Michigan en el que
se pone a punto un método bioinformatico denominado COPA (Cancer Outlier
Profile Analysis). Dicho test busca encontrar y poner de manifiesto genes con
perfil de outliers, o lo que es lo mismo que sobreexpresan en un subconjunto de
los casos de CaP. Para ello se us6 un método no paramétrico a partir de datos de
10.486 experimentos de microarrays contenidos en la Oncomine Database
(https://www.oncomine.org/) (185). En el desarrollo de este método subyace la
idea de que con la evaluacion de la varianza usando la mediana en lugar de la
media, se mantendran los picos de expresion de los genes que solo sobreexpresan
en un subconjunto de los datos. Concretamente, se centran los valores de expresion
con la mediana, escalando dicha mediana a cero.

En un segundo paso, es calculada la desviacion absoluta de la mediana
(MAD) y se escala a uno, dividiendo cada valor de expresion génica entre su
MAD. Cabe senalar que este enfoque tiene mayor efecto en la cola de outliers que
centrar con la mediana. Por ultimo, se tabulan los percentiles 75°, 90° y 95° de la
expresion transformada para cada gen y se ordenan los valores, lo que genera una
lista priorizada de genes con perfiles de outlier para un determinado gen (186,
187). A modo de confirmacion, en este analisis se incluyeron genes con una
sobreexpresion conocida para un determinado tipo de cancer, como el caso de
RUNXTI en leucemias. Los genes ERG (21q22.3; OMIM:165080) y ETVI
(7p21.2; OMIM: 600541) fueron los que presentaron un mayor perfil de outliers
para el CaP. Ambos genes son factores de transcripcion de la familia ETS (E26)
implicados en procesos de proliferacion celular (Figura 5).
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Figura 5: esquema del procedimiento analitico en tres pasos de los que consta el método
de analisis de expresion COPA, tomado de (187).

El patron de expresion de estos factores de transcripcion de la familia ETS
es mutuamente excluyente en un subconjunto de casos de CaP. Este
comportamiento es comun a otros tumores, como el sarcoma de Ewing, en el que
la sobreexpresion de estos genes esta relacionada con fusiones génicas EWS-ETS
(188). Partiendo de esta analogia, el grupo de Chinnaiyan formuld la hipotesis de
que la sobreexpresion de ERG y ETVI, podia deberse a una fusion génica. Para
comprobar esta hipdtesis, era necesario caracterizar el gen unido en 5'a ERG o
ETVI. Con este fin, emplearon la técnica de amplificacion rapida de extremos de
ADNc (RLM-RACE), encontrando al gen TMPRSS2 en posiciéon 5 del gen de
fusion recién descubierto. Complementaron el estudio con un experimento en
lineas celulares establecidas a partir de células tumorales prostaticas. Una de las
lineas portaba el gen TMPRSS2-ERG, mientras que la otra no. Los medios de
ambos cultivos fueron suplementados con andrégenos sintéticos y en ambos casos
se produjo sobreexpresion de PSA, mientras que solo la linea celular con el gen de
fusion (VCaP) sobreexpres6 también ERG, lo que demuestra que Ila
sobreexpresion del factor de transcripcion de TMPRSS2-ERG viene determinada
por la presencia del gen de fusion y que es sensible a androgenos (Tomlins,
Rhodes et al. 2005). Este descubrimiento abrié varios nuevos frentes en la
investigacion de la biologia del CaP. En primer lugar fue el primer gen de fusion
descrito en un carcinoma, lo que deja la puerta abierta a aplicar el método COPA
en otros tumores de origen epitelial; en segundo lugar, tiende un puente entre la
biologia molecular del CaP y la dependencia androgénica de este tipo de tumores;
y por ultimo, tiene también una serie de implicaciones muy interesantes en la
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clinica mas alla del diagnostico y el prondstico, por ejemplo en el desarrollo de
nuevas dianas terapéuticas y el estudio de la clonalidad y metastasis del CaP (129).

1.7.- IMPLICACIONES BIOLOGICAS DE TMPRSS2-ERG.

1.7.1-.- Caracteristicas biologicas de TMPRSS2-ERG.

TMPRSS?2 esta situado en el locus 21q22.3 y codifica para una proteina
transmembrana de la familia STP (serin proteasa transmembrana de tipo II) con
estructura multimérica. Matriptasa y hepsin (TMPRSS1) son miembros de la
misma familia y también sobreexpresan en CaP (189). Esta proteina tiene
actividad como receptor y estd formada por un dominio proteasa de la familia S1,
un dominio LDLRA que forma un sitio de union para el calcio, y un tercer
dominio transmembrana. TMPRSS?2 esta regulado por androgenos, se encuentra en
el proteoma del fluido seminal normal y esta muy expresado en tejido prostatico y,
en menor medida, en tejido epitelial de colon, estdbmago, epididimo y mama (189).
Funcionalmente, al activarse esta proteina, el dominio serinproteasa se libera de la
superficie celular al espacio extracelular y activa a PAR-2 (receptor activado
proteasa), que como se ha mencionado anteriormente es un receptor G que juega
un papel importante en la metastasis del CaP (122). No obstante, la significacion
de TMPRSS2 no estd muy clara ya que en modelos murinos knock-out para este
gen mostraron un fenotipo normal, lo que podria indicar que se trata de un gen
redundante (190). La sobreexpresion de TMPRSS2 parece estar estrechamente
relacionada con la presencia de androgenos, ya que en la region promotora del gen
existe un elemento de respuesta a dichas hormonas (191).

Por su parte, la familia ETS de factores de transcripcion esta formada por
27 miembros. Segln el contexto celular, pueden actuar como transactivadores o
transrrepresores. Los genes de esta familia modulan muchas funciones celulares,
entre ellas la proliferacion, apoptosis, diferenciacion, remodelado tisular, invasion
y angiogénesis (192, 193). Las alteraciones en la expresion o mutaciones de estos
genes afectan al control de estos procesos (194). De los genes de esta familia, el
mas importante en CaP es ERG (21q22.2) que codifica para una proteina nuclear
de 363 residuos que se une especificamente al ADN en regiones ricas en purina
(195). Este factor de transcripcion esta formado por 17 exones que abarcan 300
kilobases y genera, al menos, 9 isoformas por splicing alternativo, de las cuales, 7
codifican para proteinas. Este gen se expresa en tejidos endoteliales, células
hematopoyéticas, rifidn y tracto genitourinario. Concretamente en CaP, ERG es el
gen mas persistentemente sobreexpresado en, al menos, un 85 % de los casos
(196). La familia ETS esta caracterizada por la presencia en todos sus miembros
de dominios ETS de unién al ADN y varios dominios de unién a proteinas.
Concretamente, ERG interactia con metiltransferasas histona H3 especifica

29



INTRODUCCION

(ESET), pudiendo, por tanto participar en el silenciamiento epigenético de otros
genes (197). Una hipdtesis de la actuacion de este gen en CaP seria que responde a
sefiales mitogénicas y de estrés transducidas por la via de las MAPK, actuando
sobre genes diana causantes del proceso de tumorogénesis (Figura 6). Petrovics y
cols. demostraron el valor prondstico independiente de este gen en analisis
multivariante, objetivado en una  recurrencia bioquimica temprana tras
prostatectomia radical (196).

SENALES ESTRES

MITOGENICAS

Famiia MAPK  ERK SASSQQ’S

\ v

Familia ETS

Y

| Transcripcion de genes diana |

e
Diferenciacion Apoptosis

Ciclo celular/
Proliferacion

Figura 6: Actuacion de los factores de transcripcion de la familia ETS sobre reacciones de
estrés mediadas por la via de transduccion de sefiales de las MAPK, adaptado de Petrovics
y cols. (196). El fondo rojo indica sobreexpresion del gen y el azul infraexpresion.
Resaltado en rojo ERG.

30



INTRODUCCION

TMPRSS2 y ERG tienen la misma orientacion transcripcional, por lo que
la fusion de ambos genes se debe principalmente a una delecion intersticial en la
que se pierde una region de aproximadamente 3 megabases (Mb) en el locus
21922 y, en menor medida, a una translocacion reciproca (129). Dicha anomalia
génica se da en aproximadamente un 50% de los casos de CaP (198) En los casos
delecionados, la region que se pierde en el brazo largo del cromosoma 21 contiene
15 genes, de los cuales al menos dos (ETS2 y HMGNI) han sido relacionados con
la progresion del CaP (199).

Desde el descubrimiento inicial de dos fusiones implicando a los genes
TMPRSS2 y ERG y otras dos isoformas de TMPRSS2-ETVI por el grupo de
Chinnaiyan en 2005 (185), se han descrito muchas otras formas. Actualmente hay
publicadas 20 fusiones implicando a ERG, otras dos implicando a ETV4 (200) y
otra a ETV5 todas con TMPRSS2 en posicion 5. También se han caracterizado
fusiones con otros genes en 5" como SLC4543 (OMIM:605097) (1q32.1) (201)
(Tabla 2). Estas ultimas translocaciones aunque interesantes desde el punto de
vista bioldgico tienen un potencial clinico bastante limitado debido a sus bajas
incidencias (1-4%) (Figura 7).

Tabla 2: Fusiones génicas descritas en CaP que no implican a TMPRSS2 o a ERG y que
son minoritarias en cuanto a incidencia aunque presentan gran interés en la elucidacion de
mecanismos moleculares implicados en el CaP.

Genen5’ Genen 3’ Frecuencia Ref.

FOXPI ETVI <1% (194)
ESTI4 ETVI <1% (194)
HERVK17 ETVI <1% (194)
SLC4543 ETVS 1,5% (201)
HERV-K-22¢11.23  ETVI 1% (202)
SLC4543 ETVI 1% (202)
Cl5o0rf21 ETVI 1% (202)
HNRPA2B1 ETVI] 1% (202)
SLC4543 ELK4 - (203)
NDRG1 ERG <2% (204)
KLK2 ETV4 <1,4% (194)
CANTI ETV4 <1,4% (194)
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La expresion de las variantes génicas de TMPRSS2-ETS parecen tener una
estrecha relacion con la sefializacion androgénica ya que porta los elementos de
respuesta a androgenos (ARE) de la region promotora de 7TMPRSS2. Hermans y
cols. describieron que la fusion génica TMPRSS2-ETS es clave en la respuesta de
los tumores prostaticos a hormonas androgénicas, pero que esta via podria estar no
funcionante en los tumores hormonorrefractarios, lo que se objetivaria en una falta
de expresion del ARNm en esta fase tardia (191). Por tanto, estd desregulacion
también afecta a todos los genes diana de ERG, de los cuales el mas
frecuentemente cosobreexpresado es HDAC-1 que cataliza la desacetilacion de
histonas, y por tanto promueve la expresion génica (205). (Figura 8).

Regidon promotora
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Figura 8: modelo del mecanismo de interaccion entre TMPRSS2-ERG y la via de
sefializacion androgénica en CaP.

A nivel proteico, casi todos los transcritos del gen de fusion, incluido el
mas comun (exon 1 TMPRSS2- exon 4 ERG o T1E4) producen principalmente una
proteina ERG truncada mas que una proteina quimérica (129), ya que la region
traslocada de TMPRSS?2 corresponde a la region promotora no codificante del gen.
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1.7.2.- Génesis de TMPRSS2-ERG.

Un trabajo publicado en PNAS en 2008 por Hu y cols. estableci6é que la
accion de hormonas estrogénicas induce un movimiento cromosémico que une
genes de unioén con el receptor estrogénico o con diferentes cromosomas en el
cancer de mama (206). Dada la analogia del comportamiento estrogeno-
dependiente de este tipo de cancer con la dependencia de andrégenos del CaP,
Mani y cols. demostraron que el mecanismo de reordenamiento que dara lugar a
TMPRSS2-ERG en CaP es analogo al del cancer de mama. A tal fin cultivaron en
presencia de androgenos sintéticos la linea celular LNCaP que no porta el gen de
fusion pero es hormonosensible. A modo de control dieron el mismo tratamiento a
otra linea sin gen de fusién y que no responde a andrégenos y, posteriormente,
irradiaron ambos cultivos. En el primero, se encontro la presencia de TMPRSS2-
ERG en un 25 % de los clones, mientras que en el segundo no se encontrd el gen
de fusion. Este hecho indicaria que el mecanismo de fusion es la induccidn de la
proximidad de los locus TMPRSS2 y ERG en el cromosoma 21 (Figura 9), lo que
concomitantemente con otros factores carcindgenos dara lugar a la tumorogénesis
prostatica. Por otro lado, este mecanismo también explicaria la especificidad de
TMPRSS2-ERG en tumores prostaticos debido a su naturaleza androgénica (207).
Ahora bien, no se presenta este reordenamiento génico en todos los CaP
hormonodependientes porque se necesitan otros factores concomitantes para que la
cercania se traduzca en una fusion génica.
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Figura 9: Posicion de TMPRSS2 y ERG en el cromosoma 21-Tomado de Atlas of
Genetics Oncology. http://goo.gl/IDazr.

1.7.3.- Rutas biologicas relacionadas con TMPRSS2-ERG.
La fusion TMPRSS2-ERG ocurre en el contexto de lesiones génicas

preexistentes como la pérdida de un alelo de PTEN o NKX3.1 (208). Por otro lado,
la fusién interactua indirectamente con E-cadherina (CDHI) que es clave en el
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mantenimiento de la arquitectura tisular normal y por tanto inhibe la metastasis.
Este gen se encuentra frecuentemente hipermetilado en CaP (205). Ademas ERG
cosobreexpresa con EZH2, gen clave en el silenciamiento epigenético (209, 210).
Carver y cols. encontraron que ERG, TDRDI y KCNHS son lo genes mads
cosobreexpresados en CaP con el gen de fusion, el primero de ellos, a su vez,
regula directamente a CXCR4 y a ADAMTSI (211). TMPRSS2-ERG también
cosobreexpresa con BRaf (212). A nivel proteico, el gen de fusion activa a las
proteinas c-myc y c-jun en epitelio prostatico primario induciendo el paso del ciclo
celular de la fase G1 ala S (213).

Globalmente, la sobreexpresion de ERG puede conducir a alteraciones en
la ruta Wnt, responsable del dispositivo que la célula necesita para proliferar, asi
como a la reprogramacion epigenética y desregulacion de vias de muerte celular
(214). También es muy significativa la implicacion del receptor de androgenos
(RA) que actiia como regulador maestro de la progresion de la transicion de las
fases G1-S del ciclo celular induciendo sefiales que promueven G1 (4) como puede
verse en la figura 10.

Figura 10: Mecanismo molecular de interaccion de TMPRSS2-ERG con las via de
sefializacion de hormonas androgénicas caracteristicas del CaP. Adaptado de Joshua
et al. (205)
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También hay una marcada cooperatividad entre la presencia del gen de
fusion TMPRSS2-ERG y la via PI3K, que juega un papel fundamental en el
metabolismo de la célula tumoral. Por un lado, se ha demostrado la correlacion
existente entre la presencia del gen de fusion, deleciones en PTEN y expresion de
MYC; y, en segundo lugar, modelos murinos transgénicos para el gen de fusion
desarrollan PIN, pero so6lo en el contexto de una activacion generalizada de la via
PI3K (215). De hecho, hacen falta eventos génicos concomitantes para que la
lesién progrese a CaP por diferentes vias alternativas (212, 215). La presencia del
gen de fusion junto con delecion en PTEN tienen un efecto aditivo que parece
relacionarse con el aumento de movilidad celular y con la transicion epitelial
mesenquimal (212).
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1.8-.- SIGNIFICADO CLIiNICO DE TMPRSS2-ERG.

1.8.1.- Implicaciones diagnosticas y prondsticas.

El descubrimiento de la familia de genes de fusion TMPRSS2-ETS tiene
varias facetas especialmente interesantes desde un punto de vista clinico: por una
parte, puede contribuir a elucidar funcionalmente el comportamiento
hormonodependiente de los tumores prostaticos; en segundo lugar arroja
interesantes posibilidades diagnoésticas y pronoésticas; y ademas, puede constituir
una diana terapéutica (216).

Si bien existen numerosas fusiones que involucran a TMPRSS2 y otros
miembros de la familia ETS, en adelante se revisara exclusivamente TMPRSS2-
ERG, dado que se trata del gen de fusion mas incidente y el que ha sido mas
ampliamente estudiado (185).

TMPRSS2-ERG presenta una frecuencia del 40-70% en carcinomas
prostaticos, hecho orientativo de su potencial utilidad como biomarcador
oncoldgico (185, 217, 218). Aunque existen muchas variantes de reordenamientos
implicando a ambos genes, la mayoria implican al exon 1 de TMPRSS2 y al 4 de
ERG (T1E4), seguida de la fusion de los exones 1 de TMPRSS2 con el 5 de ERG
(T1ES). Conjuntamente, ambas fusiones representan aproximadamente el 80% de
estos reordenamientos (185, 217).

La mayoria de los puntos de ruptura de ERG se producen en la ultima
parte del intron 3, lo que sugiere que esta zona constituye una region prioritaria de
recombinacion (191). Actualmente se desconocen las causas de la elevada
frecuencia de splicing alternativo de TMPRSS2-ERG aunque posiblemente la
isoforma mas comun (T1:E4) favorezca el crecimiento tumoral (191). Los
transcritos T1E4 y T1ES suelen darse en la misma muestra, lo que parece sugerir
que son productos de splicing alternativo de un solo ARNm, si bien el resultado
funcional de ambas isoformas codifican para una proteina ERG truncada N-
terminal (219). Algunos autores han descrito una isoforma mas rara, en la que un
primer exon alternativo de TMPRSS2 (exo6n 0) se fusiona con el exén 4 de ERG
relacionandolo con un mejor prondstico (220). Hay otras 18 isoformas del gen de
fusion descritas hasta la fecha, aunque ninguna de ellas tiene una frecuencia
comparable a la citada T1E4 (219) (Figura 7 Pag. 32 ).

La carcinogénesis prostatica es, por lo general, un proceso multifocal en el
cual coexisten dos o mas vias patogénicas que pueden conllevar o no el concurso
de la via ETS (221). Por tanto, el CaP se puede considerar como un conjunto
heterogéneo de enfermedades originadas en expansiones clonales multiples e
independientes. Una forma de determinar la clonalidad de un tumor prostatico es
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determinar la presencia y la isoforma de TMPRSS-ERG en los distintos focos del
tumor y en la metastasis. En este sentido, algunos autores han descrito focos en
una misma prostata portando distintas isoformas del gen de fusion o sin tenerlo, e
incluso, dos isoformas en el mismo foco. Ahora bien, todas las metastasis de un
mismo caso presentan el mismo status para el reordenamiento lo que indica que un
solo clon evoluciona de la localizacion primaria para hacer metastasis (222).

A nivel diagnoéstico, el potencial de la deteccion de TMPRSS2-ERG es
innegable, dada su elevada especificidad. Si bien esta perfectamente establecida la
presencia del gen de fusion en piezas quirurgicas congeladas (185, 218) y en
piezas fijadas en formol e incluidas en parafina (FFPE) (217, 223), tiene un
evidente interés la determinacion en otras muestras menos invasivas como sangre
(224, 225) y orina (226). En el primer caso se desarrollard mdas adelante la
determinacion de células tumorales circulantes (CTC) en pacientes oncologicos y
mas concretamente en CaP. En cuanto a las muestras de orina, también es muy
interesante el la deteccion del gen de fusion como biomarcador de CaP en células
descamadas del tumor después de un masaje prostatico (227).

Hay numerosas evidencias que parecen apuntar al hecho de que los CaP que
contienen el gen TMPRSS2-ERG y los que no lo portan constituyen dos grupos
diferenciados dentro de la enfermedad. Por una parte, un estudio de expresion
génica reveld que los tumores con el gen de fusiéon tienen distinto perfil
transcriptomico. En concreto hay 87 genes relacionados con la via de sefializacion
de las hormonas estrogénicas que estan sobreexpresados en los tumores
TMPRSS2-ERG positivos con respecto a los casos que no portan este gen (228).

Las implicaciones pronoésticas de TMPRSS2-ERG continuan generando
controversia aunque existe un gran numero de estudios al respecto para revision
(183). Esto puede deberse a la heterogeneidad de las series de casos analizadas y a
las distintas técnicas usadas en la determinacion: hibridacion fluorescente in situ y
RT-PCR principalmente, aunque marginalmente también se han usado hibridacion
genoémica comparada y chips génicos de genotipado o de expresion, entre otras
(218, 229-236).

Nuestro grupo estudio los factores clinicopatoldgicos clasicos por analisis
multivariante en un amplia serie de pacientes tratados con prostatectomia radical y
estratificando la poblacion segun la presencia o ausencia del gen TMPRSS2-ERG.
Los casos con el gen de fusion tuvieron, como factores prondsticos
independientes, los niveles séricos de PSA en el momento del diagnostico, el score
de Gleason en la pieza de prostatectomia y los margenes quirurgicos. Mientras que
los casos no reordenados presentaron valor pronodstico: el estadio clinico, el score
de Gleason y los margenes, lo que abre la posibilidad de considerar tratamientos
mas optimizados en funcion del estatus del gen de fusion y de los distintos paneles
de factores pronosticos observados (217).
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Un argumento que también parece apoyar la estratificacion molecular del
CaP en funcidon del gen de fusion como tumores con un comportamiento bioldgico
diferente es la distribucion geografica de las anomalias génicas. Esta bien
establecido que la poblacion oriental tiene una menor incidencia de tumores
prostaticos que los occidentales, ademas, Mao y cols. han publicado recientemente
que esta diferencia en incidencia lleva aparejadas diferencias génicas. Mientras
que la frecuencia de reordenamiento TMPRSS2-ERG ronda el 50% de los casos en
occidentales, en poblacion china seria de un 2,5%, y las deleciones del gen PTEN,
con una frecuencia aproximada del 40% en poblacion occidental, s6lo tendrian una
incidencia del 7,6% en chinos (237).

1.8.2.- TMPRSS2-ERG como diana terapéutica.

Como se ha mencionado anteriormente, el hecho de que el gen de fusion
se exprese especificamente en células tumorales de CaP lo convierte en una
potencial diana terapéutica del maximo interés. Su principal inconveniente para
esta funcion es la dificultad que presenta el acceso de farmacos hasta el gen, lo que
hace que la inhibicion selectiva de factores de transcripcion anormalmente
activados, de localizacion nuclear, sea menos factible que la de receptores de
membrana con actividad tirosina-quinasa como KIT, HER2 o VEGFR frente a los
cuales ya existen una amplia variedad de fAirmacos en el mercado (238).

Por otro lado, Stegmaier y cols desarrollaron un método para identificar
inhibidores de fusiones ETS que consiste en analizar un perfil de expresion
inhibidor de EWS-FLII en lineas celulares y probar sobre ellas una libreria de
moléculas pequenias mediante la técnica de amplificacion mediada por ligacion.
Usando esta estrategia se descubrido que el arabindsido de citosina actiia como
modulador en CaP que porta TMPRSS2-ERG (129, 239).

En fase de investigacion existen varios plantemientos actualmente. En
primer lugar, en experimentos con las lineas celulares VCaP y DuCaP (ambas
sobreexpresan ERG pero solo la primera porta el gen de fusidn), el tratamiento con
inhibidores de HDAC (por ejemplo tricostatina) reduce drasticamente el
crecimiento celular (214). Ademas, estos mismos casos TMPRSS2-ERG + parecen
responder bien a farmacos con actividad agonista del receptor de estrogenos (RE)
o y antagonista de RE P (228). Otro enfoque ya en fase de ensayos clinicos es el
uso de acetato de abiraterona tanto previo como posterior a la quimioterapia. Este
farmaco bloquea la via de sefalizacion androgénica mediante la inhibicion del
citocromo P17 (240). Estos ensayos presentaron resultados prometedores en casos
con TMPRSS2-ERG (129), de hecho la mayoria de los pacientes que portaban el
gen de fusion disminuyeron a la mitad los niveles séricos de PSA. En teoria es
posible que los enfermos portadores de CaP con reordenamientos E7S puedan
responder de modo distinto a la terapia antiandrogénica de aquellos no portadores
(240). Por ultimo, la terapia con ARN de interferencia deberia actuar bien frente a
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TMPRSS2-ERG dada su alta especificidad. A pesar del potencial de este campo a
fecha de hoy no se ha desarrollado su uso clinico (208).

1.10.- CELULAS TUMORALES CIRCULANTES.

El hecho de contar con un biomarcador altamente especifico de CaP como
es el gen de fusion TMPRSS2-ERG abre la posibilidad de poder usarlo como
herramienta diagndstica especialmente en contextos clinicos de progresion y
diseminacién de la enfermedad como subrogado de la presencia de células
tumorales circulantes (CTC).

La deteccion de CTC como indicador de enfermedad diseminada es un
campo en rapida expansion dentro de la oncologia. Si bien su uso clinico como
biomarcador esta bien establecido en canceres hematologicos, en tumores solidos
como el de mama y el de prostata aun esta en discusion (241-243).

1.10.1- Enfermedad minima residual.

La enfermedad minima residual (EMR) es el nimero de células malignas
que persisten tras el tratamiento de un tumor. Esta cantidad de células estd por
debajo del umbral de deteccion de las técnicas diagnosticas disponibles. Aunque la
EMRs mas estudiadas han sido leucemia mieloide cronica y leucemia linfoblastica
aguda, también se han descrito en menor medida en tumores so6lidos. La EMR
representa la carga tumoral minima detectable y la identificacion de CTC en
sangre periférica es una posible herramienta para su monitorizacién, si bien no
todas las CTC detectables presentan capacidad de producir un nuevo episodio de
enfermedad (244, 245). Ademas de las células aisladas, también pueden viajar en
el torrente sanguineo microémbolos tumorales, considerados de mayor potencial
metastasico (245).

1.10.2-  Transicion  epitelial mesenquimal, transicion
mesenquimal epitelial y capacidad angiogénica de las células
tumorales.

Los tumores solidos necesitan un aporte adicional de flujo sanguineo, dado
que tienen una tasa metabodlica mayor que el tejido sano. Con este objetivo,
desencadenan una serie de mecanismos que ponen en marcha el proceso de
angiogénesis que garantice el aporte de nutrientes y oxigeno. Este proceso es
activado por las propias células tumorales que secretan a la matriz extracelular una
serie de factores pro-angiogénicos, como VEGF y HIFa (figura 11), que estimulan
a las células endoteliales y por tanto la formacién de nuevos capilares. Estos
microvasos contienen células tumorales intercaladas entre las células endoteliales,
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hecho que los hace mas permeables que los vasos normales y que implica una
inadecuada irrigacion de los tumores, que presentaran zonas de necrosis y otras de
hemorragia. Sin embargo, esta alta permeabilidad también conlleva que las células
del tumor solido puedan alcanzar mas facilmente la circulacion sistémica (246,
247).
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Figura 11: cascada de sefializacion de la angiogénesis, proceso fundamental en la
progresion de diversos tipos de tumores Tomado de (248)

En conjunto, se considera que las células que componen el tumor sélido
tienen que residir en un entorno no mas alejado de 100 um de un vaso sanguineo.
Una vez tienen acceso a la circulacion, necesitan desprenderse del tumor. Para
ello, tienen que variar su fenotipo, mediante un proceso llamado transicion
epitelio-mesenquimal (EMT; figura 12). Este proceso consiste en modificaciones
proteicas y cambios estructurales que disminuyen la adhesividad intercelular y esta
mediado por la infraexpresion de la E-cadherina, y de sus marcadores epiteliales
(citoqueratinas), aumentando la expresion de marcadores mesenquimales
(vimentina) (249). Hay otras modificaciones que potencian la invasividad de estas
células, como es la sobreexpresion de integrinas y la activacion de
metaloproteinasas. La secrecion de citoquinas y factores de crecimiento estimulan
la expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales que favorecen la
intravasacion (250). Se cree que al alcanzar el 6rgano diana, las CTCs vuelven a
revertir su fenotipo a epitelial llevando a cabo los procesos y transformaciones
inversas para proliferar en su nueva localizacion (251).
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Figura 12: Proceso de formacion de CTC. EMT seguida de intravasacion, circulacion
extravasacion en un nuevo tejido y finalmente MET lo que dara la metastasis, tomado de
Bonnomet y cols (252).

1.10.3- Deteccion y cuantificacion de células tumorales
circulantes.

Las CTC son las células presentes en circulacion periférica con fenotipo
tumoral. Aunque estas células fueron descritas en 1869 (253), ha hecho falta
mucho tiempo para disponer de métodos analiticos con sensibilidad suficiente
como para poder cuantificarlas (254). Se ha estimado, estudiando modelos
animales, que a partir de un gramo de tumor soélido, pueden introducirse
aproximadamente un millén de células tumorales en el torrente sanguineo (255).
Sin embargo, en 5 minutos desaparecen el 85% de esas células (256, 257). La
deteccion de CTC tiene muchos usos en oncologia, por ejemplo caracterizar el
tumor de un modo minimamente invasivo, monitorizar el tratamiento mediante la
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cuantificacion de estas células o detectar tempranamente recaidas. Ademas,
constituye un marcador interesante en los ensayos clinicos de nuevos farmacos
(254).

1.10.3.1- Métodos de enriquecimiento de CTC.

La presencia de CTC en sangre periférica estda muy diluida por otras
células, por lo que resulta fundamental aplicar métodos que aumenten la
concentracion de CTC en la muestra. Para ello se usan técnicas que se apoyan en
caracteristicas morfologicas y fenotipicas como la expresion de proteinas el
tamafio y la densidad.

Un primer método de seleccion consiste en la separacion por tamaifio de
células tumorales epiteliales (ISET). En este proceso, se separan las células que
miden mas de 8§ um, aunque no esta totalmente comprobado que todas las células
tumorales sean mayores de ese tamafio, lo que disminuiria la sensibilidad de la
técnica (258, 259). Este método se usa habitualmente porque es relativamente
sencillo y barato pero asume que cualquier célula tumoral es mayor de 8 um lo que
no es cierto.

Por otra parte, existen varios métodos comerciales que separan las CTC
porque tienen menor densidad que otras células circulantes. Ficoll-Hypaque,
OncoQuick® usa un gradiente de densidad para separar los distintos tipos
celulares. Sin embargo, este método es poco sensible y especifico (245, 260).

También son utilizadas técnicas inmunomagnéticas, que usan un marcaje
con anticuerpos (ac) frente antigenos presentes en las CTC y, en algunos casos,
una seleccion negativa con CD-45, un biomarcador ubicuo en leucocitos, para
descartar que estas células hayan quedado atrapadas junto a las CTC. Esta técnica
es la mas especifica. No obstante, su coste es elevado y, ademas, en la actualidad
no se dispone de antigenos totalmente especificos de CTC (258, 261). Los
antigenos mas usados son los que marcan células epiteliales en general (EpCAM,
BerEP4 y citoqueratinas) que pueden dar resultados falsos positivos, ya que
pueden circular células epiteliales en sangre debido a enfermedades proliferativas
epiteliales benignas, inflamacion, trauma tisular e intervenciones quirargicas
(262). También se usan marcadores especificos del 6rgano o tejido en el que se
localiza el tumor primario (Mamaglobulina, PSA, CEA y HER-2), aunque en este
caso el problema es el contrario: la presencia de falsos negativos porque estos
antigenos no se expresen en todas las células tumorales. Las células se capturan en
bolas magnéticas unidas a estos ac. La tabla 3 compara las distintas técnicas de
enriquecimiento basados en estos mecanismos.
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Tabla 3: comparacion de los métodos de enriquecimiento de CTC.

Método Descripc. Ventajas Inconvs. Refs.
Separacion por
tamaiio
ISET™ Uso de Barato Pérdida de células rotas o de pequefio (258, 259)
filtros con tamafio
un tamano Rapido
de poro de 8 Baja sensibilidad
pm Preserva la

viabilidad celular

Baja especificidad




Separacién por
densidad

OncoQuick®

Separacion
inmunomagnética

MACS

RARE™

Las CTC
tienen una
densidad
menor de
1,077 g/ml

Usa
diferentes
marcadores
especificos
de tumor

Combina un
gradiente de
densidad con
seleccion

Barato

Sélo requiere una
centrifugacion

Preserva la
viabilidad celular

Mantiene la
estructura celular

Tiene multiples
ac

Mantiene la
estructura celular

El uso de

Baja sensibilidad
Pérdida de CTC

Baja especificidad

Baja especificidad

Baja sensibilidad

No esta automatizado

Baja especificidad

Baja sensibilidad

(242, 245, 258-260)

(245, 258, 261)

(245, 263)




negativa de

gradiente de

células densidad aumenta  No esta automatizado
CD45+ la sensibilidad
AdnaTest” Combinacio Mantiene la Baja especificidad
nde estructura celular
EpCAMy Baja sensibilidad
MUCl1 y Evaluacion
analisis por celular adicional No esta automatizado
RT-PCR por RT-PCR.
CellSearch® Sistema Mantiene la Baja especificidad (264)
semiautomat  estructura celular
izado que Baja sensibilidad
combina la Aprobado por la
seleccion FDA Dificultades técnicas
positiva con
EpCAM con  Muchos estudios Elevados costes
la seleccion de validacion.
negativa con
CD45.
CTC-Chip Array conac ~ Muy sensible Soélo investigacion (265-267)

frente a
EpCAM

Deteccion de
CTC de sangre
completa




Mantiene
viabilidad celular

Células
disponibles para
analisis genéticos




INTRODUCCION

1.10.3.2.- Métodos de identificacion.

Respecto a los métodos de identificacion de CTCs, podemos agruparlos en
tres grandes grupos. En primer lugar, se encuentran los métodos
inmunocitoquimicos (ICQ), que permiten identificar proteinas derivadas del tumor
y analizar las células seleccionadas en microscopios de fluorescencia con
multifiltros (245). En segundo lugar, los métodos derivados de RT-PCR permiten
analizar acidos nucleicos de células tumorales. Finalmente, las técnicas que
estudian el ADN gendmico tumoral, como es el caso de la hibridacion gendmica
comparada (CGH) y hibridacidén fluorescente in situ (FISH) (268).

Aunque son dificilmente comparables, las técnicas basadas en RT-PCR
analizan la expresion de genes especificos de células epiteliales mediante la
retrotranscripcion y posterior amplificacion del ARNm de sus células. La principal
ventaja de este método es que es mas sensible que los métodos ICQ y los
genomicos. Su desventaja es que no preserva la morfologia tisular. De hecho, es
necesario lisar las células para aislar el ARN. Este método presenta dificultades a
la hora de elegir el marcador y ademas presenta mayor riesgo de contaminacion
(245, 258, 269). Aunque es dificil la comparacion entre estos métodos, Ring y
cols. analizaron tres técnicas distintas (dos basadas en ICQ y una en RT-PCR) en
pacientes con cancer de colon metastatico y encontraron que la mayor sensibilidad
se obtenia empleando la técnica basada en RT-PCR (270), resultado refrendado en
un segundo trabajo (271). A pesar de ello, las técnicas mas usadas son las ICQ,
porque preservan las células para posteriores analisis morfologicos o moleculares.
En cualquier caso, cabe insistir en que actualmente no conocemos antigenos 100%
especificos de CTCs, hecho que limita las técnicas empleadas.

Existen varias plataformas comerciales para la deteccion de CTC por
medios ICQ (Tabla 4):

CellSearch® Veridex. Este procedimiento captura CTC en sangre
periférica por captacion inmunomagnética con ac antiEpCAM. Una vez ligadas se
diferencian las células tumorales de los leucocitos tratando el producto con un
panel de marcadores epiteliales (anti-CK8, anti-CK18 y antiCK19), un marcador
de leucocitos (anti-CD45) y un marcador de acidos nucleicos que sirve para
marcar nucleos intactos (4,6-diamino-2-fenilindol; DAPI). Las muestras asi
marcadas se introducen en un detector automatizado que enumera CTC como
células que expresan CK, no expresan CD45 y son tefiidas con DAPI (272, 273).
Este método es el inico aprobado por la FDA para su uso clinico (264). Sin
embargo aun existe controversia respecto a su punto de corte 6ptimo ya qué esta
en funcion del contexto tumoral en el que trabajemos (274).
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CTC-Chip. Consiste en la separacion microfluidica de CTC por
separacion con ac anti-EpCAM. Esta técnica ha mostrado una sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad aceptables y es la Unica que usa la sangre
completa sin ningin preprocesamiento de la muestra, ademas es capaz de
mantener la viabilidad celular para posteriores analisis. La principal desventaja es
que hay tumores o0 CTCs que no expresan EpCAM (275)

Hay otros métodos, como MACS®, ISET™_ RARE™ y FAST, que no
estan apoyados por ensayos clinicos que demuestren su validez, por lo que
actualmente no existe el gold standard en cuanto a la deteccion de CTC (274).
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Tabla 4: comparacion entre técnicas de identificacion de CTC.

Método Descripcion. Ventajas Inconvenientes. Plataformas Refs.
comerciales
ICQ Usa ac Barato Baja especificidad CellSearch® (261, 263, 264, 276-278)
monoclonales
frente a antigenos ~ Puede ser usado Baja sensibilidad (266, 267)
expresados por junto con
las células técnicas de Sesgo por el operador ~ CTC-Chip (279)
tumorales enriquecimiento
Necesita mucha FAST
manipulacion
RT-PCR Andlisis de la Muy sensible No respeta la (269, 270)
expresion de arquitectura tisular
genes especificos Reproducible

de células
epiteliales
tumorales.

Las muestras se
pueden
almacenar  para
futuros analisis

Barato

ARN muy labil

Necesidad de

cebadores especificos
Baja especificidad

No permite analisis

posteriores

No automatizado




FISH Analisis de Reproducible Técnica muy (279)
alguna laboriosa
caracteristica Respeta la
génica de células arquitectura Poco sensible
tumorales en tisular
ADN genomico No  mantiene la
viabilidad celular
No usado para para futuros analisis.
deteccion si no
para
caracterizacion
CGH Andlisis de Muy especifico Muy caro (280)

multiples
anomalias
génicas a lo largo
de todo el
genoma celular

No usado para
deteccion si no
para

caracterizacion

Reproducible

Poco sensible

No mantiene la
viabilidad celular
para futuros analisis.
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1.10.3.3- Deteccion de células tumorales circulantes en tumores
diferentes al CaP.

La deteccion de CTC como factor diagnostico o prondstico se ha estudiado
en multiples tipos de cancer con distinto €xito, siendo los principales los tumores
mamarios y colorectales (281) y en menor medida también se han estudiado en
otros canceres como el de tiroides y el melanoma (282).

Un ambito de gran desarrollo en el campo de las CTC es el cancer de
mama metastatico, en el que se han usado varias técnicas para identificar y
cuantificar el nimero de estas células en SP, siendo el procedimiento CellSearch®
el que mejores resultados ha mostrado, obteniendo resultados positivos en un 26-
49% de los casos (264, 278) con un punto de corte de 5 0 mas CTC por 7,5 ml de
sangre periférica (283). En lo referente a los marcadores y dado que no existen
marcadores especificos de tumor, se han usado algunos generales que se expresan
en células epiteliales o en el 6rgano de origen del tumor. Uno de los del primer
tipo es la Citokeratina-19 (CK-19), que codifica para un filamento intermedio del
citoesqueleto de células (284). En un trabajo de Stathopoulou y colaboradores se
describe un método para cuantificar EMR en cancer de mama mediante la
deteccion por PCR cuantitativa de la expresion de CK-19 en muestras de sangre
del seguimiento de pacientes. Este método mostré una buena especificidad y
sensibilidad usado en un grupo de pacientes con enfermedad metastatica y otro de
pacientes sanas, por lo que se consider6 este método valido en la monitorizacion
de EMR mediante CTC (285).

A pesar de lo prometedor de estos resultados, la utilidad clinica de la
deteccion de CTC en cancer de mama no metastatico no ha sido establecida y los
estudios radiograficos contintan siendo el gold standard. De hecho, la guia clinica
para el uso de marcadores tumorales de la asociacion americana de oncologia
clinica (ASCO) de 2007 no recomienda el uso de CTC para el diagndstico o
establecimiento del tratamiento en estas pacientes (286).

La deteccion de CTC con fines diagndsticos y prondsticos también se ha
usado en cancer colorrectal (CCR) (287) tanto temprano como metastatico. En el
primer caso se estudia su uso como herramienta para estadificar el cancer al
diagnoéstico y por otro lado se analiza la expresion de CK-20 y CEA por medio de
gPCR. En el contexto del CCR metastatico, aunque la deteccion de CTC ha
probado su poder pronostico, se necesitan estudios prospectivos para evaluar el
beneficio de la modificacion del tratamiento basada en el nimero de CTC
presentes en SP de estos pacientes. Sin embargo este tipo de tumores presenta una
peculiaridad, que es el bajo rendimiento de la prueba: sélo un 12% de los pacientes
analizados con CCR metastaticos presentaron un perfil desfavorable de CTC
usando la plataforma CellSearch®. Concretamente, en estos trabajos el punto de
corte de deteccion se situa en 3 CTC por 7,5 ml de SP (288).
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La deteccion de CTC como marcadores de EMR se ha estudiado también
en sarcomas con resultados prometedores. A diferencia de lo que sucede con los
otros tumores, algunos sarcomas expresan marcadores especificos como los genes
de fusion que no se expresan en células normales, y por tanto la identificacion de
estos marcadores en sangre periférica constataria la presencia de CTC. En un
trabajo de 1998 se estudiaron los transcritos de fusion EWS-ERG y EWS-FLII
como marcadores pronosticos en sangre periférica de pacientes con sarcoma de
Ewing. En este caso se emplean dos técnicas derivadas de RT-PCR, una nested-
PCR que aumenta la sensibilidad de la deteccion, seguida de southern blot para
detectar especificamente los transcritos amplificados. La presencia de los
transcritos se correlaciond con progresion o bien con enfermedad estable, mientras
que una negativizacion fue indicativo de remision por tratamiento (289).

1.10.3.4- Deteccion de células tumorales circulantes en cancer de
prostata.

Existen numerosos trabajos analizando el potencial pronostico de la
cuantificacion de CTC, especialmente en pacientes con CaP resistente a castracion
(CPRC) (290-295). En estos estudios se han detectado CTC en un rango de 35-
65% de pacientes con cancer metastatico o resistente a castracion (CPRC).
También se ha analizado la presencia de CTC en CaP temprano pero los autores no
encontraron relacion con los parametros prondsticos clinicos y en esta poblacion
los resultados son bastante menos concluyentes ya que detecta la presencia de
CTC en un 21% de pacientes y en un 20% de controles. Los autores justifican esto
por el hecho de tomar un mayor volumen de sangre periférica (SP) en sujetos
sanos (296). Tabla 5
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Tabla 5: Resumen de los resultados obtenidos en trabajos que estudian los relacion entre la presencia de CTC y el pronostico en CaP

Estudio Num. de Marcador % de pacientes Resultados Refs.
pacs con CTC
CaP metastatico
Moreno y cols. (2005) 37 Citoqueratina + 64% >5CTCen 7,5 ml SP— SG <1 afio (293)
inmunoseparacion CD 45 - <5 CTC en 7,5 ml SP —>4 afio
magnética
Shaffer y cols. (2007) 63 Citoqueratina + 65% - (295)
inmunoseparacion CD 45 -
magnética
Olmos y cols. (2008) 119 Citoqueratina + 55,4% >5CTC en 7,5 ml SP— SG <19,5 meses (294)
CellSearch® CD 45 - <5CTCen 7,5 ml SP — SG >30 meses
deBono y cols. (2008) 231 Citoqueratina + 57% >5CTC en 7,5 ml SP— SG <11,5 meses (291)
CellSearch® CD 45 - <5CTCen 7,5ml SP — SG >21,7 meses
Danila y cols. (2007) 120 Citoqueratina + 57% Numero de CTC predictor de supervivencia sin (290)
inmunoseparacion CD 45 - efecto umbral
magnética
Ghossein y cols. (1995). 107 PSA ARNm 30% El niimero de CTC aumenta con el estadio del (292)

RT-PCR y southern
blot.

tumor




Cancer de préstata temprano

Davis y cols. (2008) 97 Citoqueratina + 21% pacientes Sin correlacion con factores prondstico (296)
CellSearch® CD 45 - 20% controles
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1.10.4- Aplicacion traslacional de la cuantificacion de células
tumorales circulantes en cancer de proéstata.

Disponer de una técnica minimamente invasiva para monitorizar el CaP es
muy importante para el manejo clinico de la enfermedad, pero hasta ahora los
marcadores para ello se caracterizaban por una baja sensibilidad y especificidad.
En este sentido la presencia del gen TMPRSS2-ERG en CaP puede suplir estos
fallos para que el uso de la deteccion de CTCs sea de gran ayuda en pacientes con
CaP. De hecho, en algunos trabajos se empieza a usar TMPRSS2-ERG como
marcador en CTCs con resultados prometedores (216, 225, 297). Por otro lado
como se ha expuesto en el apartado anterior, actualmente la deteccion de
biomarcadores en estas células requiere de técnicas costosas y de gran dificultad
técnica, por lo que su implantacion en la practica clinica se hace complicada. En
este sentido seria muy interesante el desarrollo de una técnica fiable, barata y
sencilla para detectar el gen de fusion TMPRSS2-ERG en CTCs presentes en
muestras de SP de pacientes con CaP.

Si bien la presencia del gen de fusion se da en aproximadamente la mitad
de los casos de CaP, dentro de esta subpoblacién la deteccion de TMPRSS2-ERG
tiene una especificidad tedrica del 100%, con lo que solucionaria muchos de los
problemas ligados a la deteccion y cuantificacion de CTCs enumerados en los
apartados anteriores.
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HIPOTESIS

2.1.- HIPOTESIS.

En el CaP se han descrito gran nimero de alteraciones cromosdmicas y
genéticas en las que se ven implicados numerosos oncogenes y genes supresores
de tumores. Estas alteraciones, sin duda, pueden afectar o definir tanto la
iniciaciobn como la progresion bioldgica del tumor asi como su respuesta
diferencial al tratamiento de deprivacion hormonal, radioterapia y/o quimioterapia.
No obstante, a dia de hoy, no existe ningun biomarcador molecular con la
sensibilidad y especificidad adecuadas para su uso en el manejo clinico del CaP.

Por otra parte, aproximadamente el 50% de los CaP expresan un gen de
fusion TMPRSS2-ERG relacionado con la respuesta androgénica que constituye un
marcador especifico de CaP ya que no se detecta en prostata normal ni en lesiones
benignas de prostata. La expresion de este gen de fusion acontece en un entorno
celular caracteristico que define diferentes tipos de CaP en funcion del estatus de
expresion de este gen quimérico. Asi pues, se pretende demostrar la utilidad de
este biomarcador en el manejo clinico de pacientes tratados con prostatectomia
radical. Y mas concretamente en la deteccion del gen de fusion en células
tumorales circulantes y por otro lado, profundizar en la necesaria caracterizacion
del CaP mediante el establecimiento de un perfil de expresion génica. Aspectos,
ambos, que pueden constituir una eficaz herramienta en el manejo clinico de la
enfermedad.
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2.2.- OBJETIVOS.

En relacion a la hipotesis de esta tesis, se establecen los siguientes

objetivos:

Estimar la frecuencia de la fusion génica TMPRSS2-ERG por RT-
PCR e hibridacion fluorescente in situ (FISH) en fijado e incluido
en parafina (FFPE) de una poblacion representativa de pacientes
tratados con prostatectomia radical.

Establecer la correlacion entre los dos procedimientos de
deteccion del gen de fusion en FFPE.

Analizar la expresion de TMPRSS2, ERG, ETVI, ETV4, PCA3,
HEPSIN, PAR-2, GSTP-1, AMACR, Cav-1, TPD52, Ki67 y PTEN
y asociarlos en funcion del estatus del gen de fusion en FFPE.

Establecer un patron de expresion de genes caracteristico del CaP.

Correlacionar los datos moleculares sobre la fusiéon con los
parametros clinico-patologicos usados en el manejo clinico del
paciente con CaP tratado con prostatectomia radical.

Analizar el significado pronoéstico, en cuanto a intervalo libre de
progresion bioquimica y clinica, de estos hallazgos moleculares

Establecer un procedimiento de identificacion y cuantificacion de
células tumorales circulantes empleando la expresion del gen de
fusion TMPRSS2-ERG en SP como marcador en una serie
prospectiva de pacientes con CaP tratados con prostatectomia
radical.

Identificar el status del gen TMPRSS2-ERG en las muestras de SP
del seguimiento de los pacientes operados por CaP a fin
monitorizar la enfermedad minima residual.

Correlacionar los resultados obtenidos en SP con con los

parametros clinico-patologicos usados en el manejo clinico del
CaP y con la progresion bioquimica durante el seguimiento.
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3.1. PACIENTES.

En el presente estudio, se han analizado 466 muestras fijadas en formol e
incluidas en parafina correspondientes a PTR realizadas en la Fundacion Instituto
Valenciano de Oncologia (FIVO). De entre las cuales, 314 componen una serie
retrospectiva comprendida en el periodo entre Julio de 1996 y Mayo de 2004, mientras
que las 152 muestras restantes conforman una serie prospectiva correspondiendo al
intervalo entre Julio de 2007 y Noviembre de 2008. De esta tltima serie también se
analizaron 377 muestras de 14 ml de SP de correspondientes cada uno de los pacientes
incluidos en el estudio. Estas muestras corresponden a las visitas de seguimiento de los
pacientes. En la figura 13 se muestra el esquema de distribucion de las muestras de
cada una de las series, asi como las pruebas realizadas. Para las 466 muestras de
material FFPE, se elaboraron 20 matrices tisulares a partir de las cuales se realizaron
cortes seriados de 2 um para las técnicas de FISH e IHQ, y por otro lado se hicieron 3
cortes de 20 pm en los bloques para la extraccion de ARNm.

Este estudio cuenta con la aprobacion del Comité de Etica de la FIVO y con el
consentimiento informado de cada uno de los pacientes.

Todos los pacientes incluidos en este estudio han sido tratados exclusivamente,
con PTR, excluyéndose del mismo los que hayan recibido quimioterapia,
hormonoterapia o radioterapia. Todos los casos de la serie retrospectiva fueron
operados con cirugia abierta acompafiada en 288 casos (21,7%) de linfadenectomia
ilio-obturatriz. La serie prospectiva es mas heterogénea, 82 de los casos (53,9%)
corresponden a una cirugia laparoscopica, mientras que los 68 casos restantes (44,7%)
fueron abiertas. 42 (27,6%) pacientes fueron, ademas linfadenectomizados de los
cuales 27 procedimientos fueron ilio-obturadores y 15 ampliados. Histologicamente,
todas las muestras incluidas en este trabajo son adenocarcinomas

En la siguiente tabla se describen las caracteristicas de la serie analizada:
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Tabla 6: principales caracteristicas de los pacientes incluidos en cada una de las series.

Serie retrospectiva

Serie prospectiva

Edad (aios)
mediana (rango) 67,4 (49-84) 62 (46-72)
Progresion bioquimica 128 (40,8%) 22 (14,5%)

ILPB (meses)
mediana (rango)

67,85 (0,53-159,17)

18,95 (0,5-43,1)

Progresion clinica

74 (23,6%)

7 (4,6%)

ILP (meses)
mediana (rango)

76,83 (2,07-76,83)

20,26 (0,6-43,1)

Seguimiento (meses)

83,85 (2,07-159,8)

20,83 (1,23-43,10)

Exitus cancer especificos

Exitus por otras causas

20
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Figura 13: Esquema de las muestras analizadas y los procedimientos seguidos en el presente estudio..
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3.2- PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS
ESTUDIADOS.

Los hallazgos biologicos de esta tesis fueron correlacionados con una serie
de caracteristicas clinicas y patologicas de los pacientes incluidos en el estudio. Los
datos fueron obtenidos y revisados de las correspondientes historias clinicas de los
pacientes e introducidos en una base de datos especifica. Posteriormente estos datos
fueron categorizados para su procesamiento estadistico del siguiente modo:

1. Niveles de PSA inicial
0-10 ng/ml
10-20 ng/ml
>20 ng/ml

2. Estadio clinico (cT)
<cT2b
>cT3a

3. Estadio patologico (pT)
<pT2b (organoconfinado)
>pT3a (extraprostatico)

4. Score de Gleason en tejido prostatectomizado.
2-6
7
8-10

5. Infiltracion perineural.
No consta
Presencia
Ausencia

6. Afectacion ganglionar (N).
No consta
NO (negativos)
>N1 (positivos)

7. Presencia de PIN.
Ausencia
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Presencia (detectado en biopsia o en tejido extirpado en
prostatectomia).

9. PSA nadir
< 0,2 ng/ml
> 0,2 ng/ml

3.3. REVISION MORFOLOGICA DE LAS MUESTRAS.

Las piezas de PTR analizadas en este trabajo han sido fijadas en formol,
incluidas en bloques de parafina y almacenadas en el Servicio de Anatomia
Patologica (SAP) de la FIVO. Se realizé una tincion hematoxilina-eosina de cada
corte con fines diagnosticos. Todas las muestras incluidas fueron revisadas por un
patologo especializado en Uro-Patologia a fin de confirmar el score de Gleason y
valorar la proporcion de células tumorales en cada corte de la biopsia, con el objeto
de seleccionar el area con cantidad suficiente de células tumorales para garantizar
una adecuada extraccion de ARNm y una mayor representatividad del tumor.

3.4. AISLAMIENTO DE ARN A PARTIR DE MUESTRAS
FIJADAS EN FORMOL E INCLUIDAS EN PARAFINA.

Con el objetivo de realizar la RT-PCR con garantias de éxito es necesario
contar con un ARNm de la mayor calidad e integridad posible.

Para la extraccion de ARN se emplea el Kit RecoverAll™ Total Nucleic
Acid Isolation Kit (Ambion, Austin, TX). Este método consiste basicamente en la
desparafinacion con xilol y etanol, una digestiéon con proteinasa K, un paso de
digestion con ADNasas y una serie de lavados con un eluido final en agua. Todo el
proceso se lleva a cabo reteniendo el ARN en un filtro de fibra de vidrio incluido en
una columna. A continuacion se detalla paso por paso el protocolo empleado:

1. Se colocan 3 secciones de 20 um en un tubo Eppendorf estéril.

2. Anadimos 1000ul de xilol. Se vortea vigorosamente e incuba 3 min. a 50°
C.

3. A continuacién, la muestra se centrifuga a 14500 rpm 2 min a temperatura
ambiente.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

El sobrenadante se desecha con pipeta sin tocar el sedimento.
Se repiten los pasos 2-4 una vez mas.

Se afiaden 1000 pl de etanol 100% para eliminar el xilol. Se vortea la
muestra brevemente a maxima velocidad.

La muestra se centrifuga a méaxima velocidad 2 min y a temperatura
ambiente.

Con la pipeta, se desecha el etanol.
Se repiten los pasos 6-8 una vez mas.

Una vez eliminado el etanol, se coloca el tubo Eppendorf con la tapa abierta
en una estufa a 37°C a fin de conseguir la completa evaporacion del etanol.

A continuacion, el sedimento se resuspende en 400 pl de tampon de lisis.

Se anaden 4 pl de Proteasa a la solucion de lisis. Se vortea y se incuba a
50°C durante 3 h vorteando ocasionalmente.

Tras la incubacién, se afiaden 480 pl de Isolation additive y se vuelve a
vortear.

A continuacion se afiaden 1100 pl de etanol (100%) y se mezcla bien con la
pipeta.

Se monta la columna de extraccion en un tubo de recogida suministrado en
el kit y se pasan 700 pl de la mezcla, mediante centrifugaciéon 1 min. a
10000 rpm desechando el liquido que queda en el tubo.

Se repite el paso 15 hasta haber pasado toda la solucion.

El filtro de la columna se lava con 700 pl de la soluciéon Wash 2/3. y
centrifugando a 10000 rpm durante 30 seg.

Tras la centrifugacion se descarta el liquido.
Se repiten los pasos 17 y 18 pero esta vez con 500 pl de solucidén wash 2/3.
Se efectia un spin de 30 seg. para acabar de secar la columna.

Se prepara el Mix para la digestion enzimatica con ADNasa:
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22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

i. 6 pl de 10x Dnase buffer.
ii. 4pl Dnase .
iii. 50l agua libre de ADNasas.

Se afiaden los 60 pl del mix a la columna y se incuba 30 min. a temperatura
ambiente.

Se afiaden 700 ul de la solucion Wash 1 y se incuba durante 1 minuto a
temperatura ambiente.

Se centrifuga 30 seg. a 10000 rpm y se desecha el liquido.
A continuacion se repiten los pasos 17,18 y 19.

La columna se pasa a un tubo colector limpio y se afiaden 30 pl de agua
libre de Rnasas a temperatura ambiente.

Se incuban 10 min. a temperatura ambiente.
A continuacion se centrifuga. a 14500 rpm durante 1 minuto.

Se repite la elucion con otros 30 pl (que harian un volumen total de elucion
de 60 pl).

Para finalizar, se hace una electroforesis con 5 ul del ARN obtenido en un
gel de agarosa al 1% 90V, 30 min., con el fin de chequear su integridad.
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3.4.1.- Cuantificacion de la concentracion de ARN mediante
espectrofotometria

La concentracion del ARN se midi6 en un espectrofotometro Nanodrop
1000, mediante la absorcion de luz UV con una longitud de onda de 260 nm. La
contaminacioén con proteinas se mide con el ratio de absorbancias a 260/280 nm,
considerandose adecuado un ratio de 1,8 a 2. No obstante, debido a la
fragmentacion que sufre el ARN durante la fijacion con formaldehido e inclusion en
parafina, esta medida espectrofotométrica es una estimacion. En la figura 14 se
observa la cuantificacion de una muestra FFPE con el ND-1000.
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Figura 14: Curva de absorbancia de una muestra de ADN obtenida de material FFPE
en el ND-1000. Se pueden apreciar, ademas de la cuantificacion los ratios de
absorbancia.

3.4.2.- Testado de la integridad del ARN mediante electroforesis
en gel de agarosa

La integridad del ARN se mide usando la técnica de electroforesis basada
en el desplazamiento de los acidos nucleicos (cargados negativamente debido a sus
grupos fosfato) por una malla de agarosa polimerizada. El tamafio de poro viene
determinado por la concentracion de agarosa en polvo afiadida a un medio de sales.
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A continuacion se somete a la muestra a una carga eléctrica con lo que el ARN
migrara hacia el catodo en condiciones de pH neutro.Figura 15

Para la elaboracion del gel de agarosa al 1% se pesa la cantidad de agarosa
necesaria en la balanza de precision y se introduce en un erlenmeyer. A
continuacion se afiade el volumen preciso (segun el molde usado) de tampon TBE
0.5X y se calienta en microondas hasta que la agarosa se funda. Se afiaden los
peines en el molde y se vierte la solucion de agarosa y tampon. Acto seguido se
anade una gota de bromuro de etidio y se deja enfriar y solidificar antes de su uso.

Figura 15: Resultado de la electroforesis en un gel de agarosa al 1% obtenido al
correr 5 pl de ARN obtenido de muestras FFPE. Debido a la fragmentacion del
ARN no se observan las dos bandas correspondientes al ARNr 18S y 28S.

3.5. AISLAMIENTO DE ARN A PARTIR DE LA FRACCION
DE CELULAS MONONUCLEADAS OBTENIDAS DE
SANGRE PERIFERICA.

3.5.1.- Obtencion de la fraccion de células mononucleadas en
sangre periférica.

La obtencion de la fraccion de células mononucleadas de SP se lleva a cabo
mediante un gradiente de densidad siguiendo el protocolo que a continuacion se
detalla:

1. La SP (recogida en tubos de EDTA o Heparina) se diluye en suero
fisiologico (SF) hasta un volumen de 10 ml.

2. A continuacion, la sangre diluida se trasvasa, con una pipeta de
plastico, a un tubo (CIP, Poseidon) de 14 ml que contiene 4 ml de
Ficoll-Hystopaque 1077 (Sigma). El trasvase se hace con cuidado
para no romper la interfase.
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3. Se centrifuga a 1200 rpm durante 20 min en una centrifuga
Eppendorf (5417R) enfriada a 4°C.

4. Las células monocleadas presentes en la interfase y se recogen con
una pipeta Pasteur de plastico y se depositan en un tubo de 14 ml
limpio.

5. Después se centrifuga a 1200 rpm durante 5 min.
6. El sobrenadante se decanta y el pellet se lava con 10 ml de SF.
7. Se resuspenden las células con una pipeta Pasteur.

8. Las células resuspendidas se vuelven a centrifugar a 1200 rpm
durante 5 min.

9. Tras desechar el sobrenadante,el pellet celular se homogeneiza con
1 ml de reactivo Trizol (Invitrogen) con ayuda de una jeringuilla de
insulina de 1 ml.

10. La suspension se almacena a -80°C hasta el momento de la
extraccion del ARN.

3.5.2.- Extraccion de ARN a partir de la fraccion de células
mononucleadas de sangre periférica.

La extraccion del ARN de las células resuspendidas en trizol se lleva a cabo
con el kit PureLink Micro-to-Midi Total RNA Purification System (Invitrogen).
Este método de aislamiento se basa en la lisis del sedimento celular en presencia de
isocianato de guanidinio, primero se afiade cloroformo que tras una centrifugacion
formara una solucién bifésica consistente en una fase organica (rosa) y otra acuosa
(transparente) que contiene los acidos nucleicos (298). Después de afadir etanol a
esta fase, se afade la mezcla a una columna, quedando retenido el ARN en una
membrana de silicio incluida. Las impurezas se eliminan lavando con dos tampones
incluidos en el kit (299). Debido a que en la columna quedard retenida cierta
cantidad de ADN gendmico, es opcional realizar una digestion con ADNasas. A la
hora de aplicar este paso cabe considerar que al llevarse a cabo a alta temperatura,
restara algo de rendimiento al proceso de extraccion. A continuacion se detalla el
protocolo que se ha llevado a cabo:

1. Ellisado se incuba 5 min a temperatura ambiente o hasta que se descongele
si ha sido almacenado hasta este momento.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Se afiaden 200 pl de cloroformo por cada ml de Trizol.

Los tubos se agitan vigorosamente a mano (no vortear) y se incuban 15
min. a temperatura ambiente.

A continuacion, se centrifuga 15minutos, a 12.000xg a 4°C.

Tras la centrifugacion la fase acuosa transparente se transfiere a un tubo
limpio.

Se afiade un volumen de etanol al 70% a -20°C y se vortea dispersando
cualquier precipitado visible tras afiadir el etanol.

Se transfieren 700ul de la muestra a una columna de extraccion y se
centrifuga a 12.000 xg. 15 segundos a temperatura ambiente. El liquido que
queda en el fondo del tubo se descarta.

Se repite el paso 7 hasta pasar todo el contenido de la columna.

Se afiaden 700 pl de la solucion Wash Buffer I a la columna y se centrifuga
a 12.000xg 15 segundos a temperatura ambiente. Se descarta el tubo
colector.

La columna se pone en un tubo de lavado de ARN.

Se afiaden 500 pl de la solucion Wash Buffer II a la columna y se
centrifuga 15 segundos a 12.000xg a temperatura ambiente. Se descarta el

liquido que queda en el fondo del tubo.

A continuacion, se centrifuga la columna vacia a 12.000xg 1 minuto a
Temperatura ambiente para eliminar el buffer remanente.

Se repiten los pasos 11-13. Descartamos el tubo de lavado.
La columna se pone en un RNA Recovery Tube limpio.

Se afiaden 30 pl de Agua libre de RNasas al centro de la columna y se deja
incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente la columna se centrifuga 3 minutos a maxima velocidad.
Repetimos los pasos 15-16.

En caso de llevar a cabo una digestion con ADNasas, se preparard la
siguiente solucion:
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1ul de AADNasas 10x
8u H20- DEPC
1ul de AADNasa (1 unidad / pl)

19. Se afiaden a cada tubo 10 pl del mix y se incuba 15 minutos a temperatura

ambiente.

20. Finalmente, se afiade 1 pl de EDTA 25 mM vy se incuba 10 minutos a 60° C

para inactivar las ADNasas.

La concentracion de ARN obtenido se mide en un espectrofotometro
Nanodrop 1000, el procedimiento usado es el mismo detallado en el apartado 4.4.1.
En este caso las concentraciones obtenidas por este método seran mas exactas, ya
que, no se da una fragmentacion significativa del ARN. En la figura 16 se puede
observar la cuantificacion del ARN obtenido de SP con el ND-1000.
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Figura 16: Curva de absorbancia de una muestra de ARN obtenida de la fraccion
de células mononucleadasde SP obtenidas en el espectrofotometro ND-1000. En la

figura puede apreciarse el ratio 260/280.

Como control de calidad adicional, se puede testar la integridad del ARN
con una electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (ver
apartado 4.4.2). Se cargan en el gel 5 pl de la elucion del ARN y se aplica un campo
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eléctrico de 90 V durante 15 minutos, a continuacion se visualiza el gel en un
transiluminador UV con una camara fotografica acoplada.

En un ARN bien conservado se deben diferenciar claramente dos bandas
correspondientes a los ARN ribosomales 18S y 28S (Figura 17).

"~Q:HHuuhu.;ﬁ

Figura 17: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de muestras de ARN obtenido
a partir de SP. Pueden apreciarse claramente las bandas correspondientes a los
ARN ribosomales 18S y 28S.

3.6. CULTIVO CELULAR.

La linea celular VCaP, que porta la fusion del exon 1 de TMPRSS?2 con el 4
de ERG (T1E4), se cultivé para obtener un control positivo para la PCR cualitativa,
asi como para realizar la curva de calibracion para la cuantificacion absoluta por
gPCR como se detallara mas adelante. Esta linea celular proviene de una metastasis
vertebral obtenida como parte del programa de autopsias rapidas de la Universidad
de Michigan y presenta muchas de las caracteristicas clinicas de un adenocarcinoma
prostatico como la expresion de PSA, fosfatasa acida prostatica (PAP) y receptor de
androgenos (AR) (300). Por otro lado esta linea celular presenta una variacion de
nimero de copias consistente en una ganancia en 21q, que es una caracteristica
gendmica rara en carcinomas prostaticos (231). Fue adquirida de la American Type
Culture Collection (ATCC) (Manassas, VA, USA).

Las células se cultivaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco con

una concentracion 4 mM de L-glutamina, 4,5 g/l de glucosa y 1,5 g/L de
bicarbonato sodico suplementado con un 10% de suero bovino fetal, 50 unidades/ml
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de penicilina y 50 pg/ml de sulfato de estreptomicina (Gibco BRL, Grand Island,

NY).

Los cultivos se mantuvieron en un incubador con atmosfera controlada (5%

de CO,; en aire y humedad controlada) durante tres dias. Posteriormente, como las
células crecen adheridas al fondo del frasco, en monocapa, se procedié a la
obtencion de una suspension celular para llevar a cabo los experimentos. Para
obtener el numero necesario de células para los experimentos se realizaron
subcultivos siguiendo el siguiente protocolo:

1.

7.

Se elimina el medio de cultivo del frasco y las células se dejan 5 minutos
con PBS estéril a temperatura ambiente para eliminar los restos de suero.

Se trata de 10 a 20 minutos con 3ml de solucion Tripsina-EDTA (Gibco
BRL). Controlando en el microscopio de contraste de fase hasta que las

células se despeguen.

Se afiade y se lava, con el doble de volumen (6ml) de medio completo para
neutralizar la tripsina y se transfiere a un tubo Falcon de 7 ml.

Se centrifuga 5 minutos a 1000 rpm.
Se repite el lavado con medio completo 2 veces.

Finalmente, las células se recogen con medio completo y se reparten en dos
frascos que se dejan incubar en las condiciones indicadas anteriormente.

Las células se doblan cada 3 dias.

Alternativamente, las células se pueden congelar en nitrogeno liquido para su
posterior uso.
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3.6.1. Crioconservacion de células cultivadas.

Cuando los subcultivos alcanzaron la semiconfluencia del 80%
aproximadamente, se procedio a la congelacion de las muestras de un frasco para
conservarlas viables para estudios posteriores. Para ello, se procedid como en el
caso de la realizacion de subcultivos y cuando se obtuvo el sedimento celular se
resuspendio en medio de cultivo completo (medio de Eagle con modificacion de
Dulbeco) con un 5% de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich). Las células
tratadas de este modo y conservadas en un tanque de nitrogeno liquido (-195,8°C)
en tubos especificos pueden conservar su viabilidad de forma practicamente
indefinida.

3.7. TRANSCRIPCION INVERSA.

La transcripcidn inversa o retrotranscripcion (RT) es un proceso que genera
una cadena de ADNc de simple cadena a partir de ARNm, de cadena sencilla, que
actia como secuencia ‘molde’ para una polimerasa de origen retroviral denominada
transcriptasa inversa.

En el caso particular que nos ocupa, lo que pretendemos es amplificar un
transcrito resultado de un reordenamiento cromosomico que ha dado lugar a la
fusion de dos genes. Este reordenameinto se suele producir en regiones intronicas
que no suelen afectar la pauta de lectura de los exones ya que estas regiones son
eliminadas en la molécula de ARNm maduro gracias a un proceso denominado de
splicing. Por tanto, en una extraccion de ARN total lo que tendremos seran
moléculas de ARNm maduros, algunos de los cuales sera el resultado de un gen de
fusion.

Para la identificacion de los productos de los genes de fusion, adoptamos
una técnica de RT-PCR en dos pasos. En el primero, seguimos una estrategia
basada en primers hexdmeros al azar, que serviran de cebadores para la
transcriptasa reversa para producir una libreria de ADNc. Posteriormente
seleccionaremos el ADNc proveniente de nuestro transcrito diana llevando a cabo la
PCR cualiativa con primers especificos situados en regiones exdnicas de los genes
que intervienen en el gen quimérico. En la sintesis del ADNc se usa el kit High
Capacity ¢cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems®™). Siguiendo el
protocolo especificado por la casa comercial:

1.- En la tabla 7 se detallan todos los reactivos necesarios para llevar a cabo
la RT-PCR.
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2.- La mezcla de reaccion se prepara multiplicando el volumen de cada
reaccion por el nimero de casos que se vayan a retrotranscribir mas un 10%
adicional con el objeto de compensar los errores de pipeteo.

Tabla 7: Composicion de la mezcla de reaccion de la RT.

Reactivo Volumen (ul) por Concentracion
reaccion final
RT Buffer 2,0 10X
dNTP Mix (100 mM) 0,8 25X
RT random primers 2,0 10X
Multiscribe™Reverse 1,0 20U

Transcriptase (20 U/[1)

Inhibidor de RNasas 1,0 50U
(50 U/nl)
Agua libre de RNasas 13,2
ARN 200 ng
Total por reaccion 20

3.- La mezcla de reaccion se vortea y centrifuga brevemente.

4.- Se anade el volumen de reaccion correspondiente a cada tubo de 200 pl.
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5.- Finalmente, se afiade el volumen adecuado de ARN (equivalente a 200
ng de ARN total) y se rotulan los tubos

6. Los tubos de reaccion se colocan en el termociclador (Applied
Biosystems modelos 2720, 9700 y Veriti).

Paso1 | Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Tiempo 10 min 120 min 5 min o0

7.-El ADNCc obtenido se almacena a -20°C hasta el momento de su uso.

3.8. PCR CUALITATIVA.

Nuestro método se basa en disefiar productos de PCR de pequefio tamafio
para analizar con mayores garantias de éxito el ARN que estd degradado por el
proceso de fijacion en formol e inclusion en parafina. Debido a la corta longitud del
amplicOn, estas reacciones son muy susceptibles de contaminacidn, por lo que es
necesario extremar las precauciones durante la preparacion de la PCR. En este
sentido, todas las reacciones se realizaron en campana con lampara de rayos
ultravioleta, y al acabar la PCR se deja la superficie de trabajo iluminada con esta
radiacion durante 15 minutos. Asimismo se cuidd de usar guantes limpios,
cambiandolos cada vez que fue necesario tocar algo del exterior de la campana.

En las tablas 8 y 9 se especifican las condiciones de reaccidon y
amplificacion respectivamente:
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Tabla 8: Volumenes de reactivos para llevar a cabo la PCR convencional
de deteccion de los transcritos de fusion

Reactivo Volumen (ul) por Concentracion
reaccion final
Master Mix Fast (Applied 5,0 2X
Biosystems)

Primer F (15 pM) 0,25 0,375 uM

Primer R (15 pM) 0,25 0,375 uM
cDNA (200 ng de ARN total) 2,0
H,0 destilada 2,5
Volumen final 10,0
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Tabla 9: Condiciones de la PCR cualitativa para amplificar el transcrito de las

fusiones
Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 10 min 1
95°C 1 min
40

55°C 1 min

72*C 1 min

72°C 7 min 1

Para realizar esta PCR se emplearon los termocicladores 2720, 9700 y
Veriti de Applied Biosystems

Se usaron los siguientes cebadores para amplificar los transcritos de todas
las fusiones. Tabla 10:
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Tabla 10: primers usados en la PCR cualitativa

Nombre del Secuencia (5°-3") Nombre del Tamaiio
cebador amplicon del
amplicon
TMPRSS2 F TAGGCGCGAGCTAAGCAGGAG TMPRSS2-ERGe4 126 pb
ERG R (ex6n 4) CAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCT
AC
ERG 5BR (ex6n5) | TCATCCCAACGGTGTCTGGGC TMPRSS2-ERGe5 146 pb
TG
ENF1003 TGGAGATAACACTCTAAGCAT ABL 123 pb
AACTAAAGGT
ENR1063 GATGTAGTTGCTTGGGACCCA

3.8.1. Purificacion de los productos de PCR.

Una vez acabada la PCR cualitativa es necesario purificar los productos
obtenidos para llevar a cabo la secuenciacion con garantias de éxito. Esta
purificacion se lleva a cabo con placas de filtracion por vacio de 96 pocillos
multiscreen PCR96 filter Milllipore (ver apartado 3.9), pipeteando el contenido de
cada tubo de la PCR en un pocillo de la placa se le afiade agua de PCR hasta un
volumen de 100 pl. A continuacién se enciende la bomba de vacio, cuando ha
filtrado todo el producto de PCR eluido se afiaden 30 pl de agua miliQ a cada
pocillo usado y se incuba 20 minutos, después se recoge el agua con el producto de
PCR eluido y purificado.

El siguiente paso es la semicuantificacion del producto purificado por la

observacion de bandas en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio (ver
seccion 3.4.2).
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3.9.- SECUENCIACION.

Una vez determinada la dilucién necesaria por visualizacion en gel de
agarosa (ver apartado 3.8.1) se procrede a la reaccion de secuenciacion. Para la que
hay que preparar el mix detallado en la tabla 11 y usar las condiciones de PCR en la

tabla 12.

Tabla 11: Volimenes de reactivos para llevar a cabo la PCR convencional de deteccion

de los transcritos de fusion

Reactivo Volumen (ul) por reaccion Concentraciéon
final
AB buffer 1,5 6,6X
Big dye 0,5 20X
Primer F/R (3,2 pM) 1 0,32 uM
Producto de PCR diluido 2,0
Agua 5
Volumen final 10,0
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Tabla 12: Condiciones de la PCR de secuenciacion (programa big dye fast).

Temperatura Tiempo Ciclos
96°C 1 min 1
96°C 10 seg

25
50°C 5 seg
60*C 75 seg
4°C 0

Después de terminar la reaccion es necesario volver a purificar el producto.
Esto se lleva a cabo con placas de filtracion por vacio (Montage™ SEQ96.
Millipore) a fin de eliminar el exceso de primers y buffers en la reaccion. Las placas
se adhieren a un manifold especial conectado a una bomba de vacio, se afiaden uno
de los productos por pocillo y se filtran por vacio, luego se hacen dos lavados con
buffer especifico y posteriormente se eluyen los productos en agua.

Las muestras ya se pueden introducir en el secuenciador 3130 x1 (ABI)
usando un capilar de 36 cm y usando un polimero POP7. El analisis de los
electroferogramas obtenidos se lleva a cabo con el software Analysis sequencing v
5.2 de ABI

El resultado obtenido se alineo frente a las siguientes secuencias consenso:
TMPRSS21-ERGH4:
TAGGCGCGAGCTAAGCAGGAGGCGGAGGCGGAGGCGGAGGGCG

AGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCCTTATC
AGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC
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TMPRSS21-ERGS:

TAGGCGCGAGCTAAGCAGGAGGCGGAGGCGGAGGCGGAGGGCG
AGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAACTCTCCTG
ATGAATGCAGTGTGGCCAAAGGCGGGAAGATGGTGGGCAGCCC
AGACACCGTTGGGATGA

3.10. PCR CUANTITATIVA.

Para el estudio de los niveles de expresion de los genes TMPRSS2, ERG,
ETVI1, ETV4, AMACR, DD3, HEPSIN, PAR-2, GSTP-1y Cav-1, se ha procedido a
realizar una PCR cuantitativa en un termociclador ABI 7500 fast (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, USA) que es capaz de hacer lecturas de
fluorescencia en cada ciclo de la amplificacion. La caracteristica de esta
amplificacion se basa en que en la reaccion, ademas de los primers especificos, se
anaden unas sondas disefiadas para hibridar en el centro de la secuencia amplificada
(sondas TagMan) y una polimerasa con actividad 5°-3” exonucleasa. Las sondas
TagMan se caracterizan por contener una molécula fluor6fora y una atenuadora de
fluorescencia (quencher) que actuan por transferencia electronica de la resonancia
(FRET), de forma que no emite fluorescencia. En cada ciclo de PCR las sondas se
hibridan a las monohebras de ADN que se han formado en ciclos anteriores y que
representan un molde para la nueva sintesis de ADN. La polimerasa incorpora
nucleotidos en direccion 3°-5° hasta que llega al punto en que se encuentra con la
sonda TagMan hibridada en la direccion 5°-3” (sentido complementario). En este
momento activa su funcion 5°-3’exonucleasa que degrada la sonda, separando
fluoréforo y atenuador, emitiéndose asi fluorescencia. La monitorizacién de este
cambio de fluorescencia permite inferir la cantidad inicial de ADN en nuestra
muestra. Figura 18.
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TRpAREREIRRRENY Illllllll_llllh

Figura 18: mecanismo de actuacion de las sondas TagMan usadas para la deteccion de
secuencias génicas en la PCR en tiempo real. Imagen tomada de
http://www.up.poznan.pl/~mschmidt/images/TaqMan.jpg

Ademas de las precauciones generales adoptadas para la PCR cualitativa,
hay otra adicional para la reaccion cuantitativa: los productos de PCR ademas de
cortos deben ser homogéneos para garantizar una mayor reproducibilidad y
comparacion fiable de los resultados (301).

Con esta técnica llevamos a cabo dos tipos de cuantificaciones en funcion
de la aplicacion que deseamos obtener:

1. Para estudiar la expresion de genes implicados en la patogénesis del
CaP llevamos a cabo una cuantificacion relativa

2. . Para cuantificar la enfermedad minima residual (identificacion de

transcritos TMPRSS2-ERG en sangre periférica) usamos el método
de cuantificacion absoluta.
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3.10.1. Cuantificacion relativa por RT-PCR cuantitativa.

Para analizar los niveles de expresion de genes implicado en la patobiologia
del CaP y en la serie retrospectiva, empleamos la modalidad de qPCR relativa. En
ésta se cuantifica la expresion relativa de nuestra muestra con respecto a una
poblacion control (tejido prostatico normal). Esta transformacion se lleva a cabo
con el método 2 *“". Es un modelo que no requiere el calculo de las eficiencias de
la reaccién, ya que asume que las sondas TagMan ya estan perfectamente testadas,
por lo que la eficiencia es del 100% en la cuantificacion del gen problema y del gen
control (302). Este método se aplica para una estimacion rapida de la proporcion
relativa de la expresion génica estudiando la relacion entre los valores del ciclo
umbral (Ct) de la muestra y los valores Ct del control.

En las tablas 13, 14 y 15 se muestran la mezcla de la reaccion el programa
de temperaturas y los assays (ABI) usados en la qPCR relativa:

Tabla 13: mezcla de reaccion para la qPCR relativa en modo fast.

Reactivo Volumen (ul) por Concentracion
reaccion
Taq Man Master Mix Fast 5,0 2X
(ABI)

Assay 1,0 10X
ADNc 2,0

Agua libre de RNasas (DEPC) 2,0
Volumen final 10,0
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Tabla 14: condiciones de la qPCR para cuantificacion relativa (modo fast)

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 20 segs 1
95°C 3 segs

40
60°C 30 segs
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Tabla 15: assays empleados en la cuantificacion relativa de biomarcadores
putativos en CaP

Gen Ref seq Exon Assay Longitud
amplicon
GSTPI1 NM_000852.2 4-5 Hs00943351 gl 75 pb
DD3 2-3 Hs01371938 ml 80 pb
AMACR NM 203382.1 3-4 Hs01091294 ml 97 pb
NM 014324 .4 4-5
HEPSIN NM _182983.1 9-10 Hs01056332 ml 89 pb
(TMPRSS1) | NM _002151.1 10-11
PAR-2 NM_005242.3 1-2 Hs00173741_ml 102 pb
TMPRSS?2 NM_005656.2 7-8 Hs01122332 ml 79 pb
TMPRSS?2 NM_00113509.1 2-3 Hs01122328 ml
NM 005656.3
ERG NM 182918.1 1-2 Hs01573964 ml 128 pb
ERG NM 182918.2 9-10 Hs01554635 ml 104 pb
NM 004449.3 9-10
ETVI NM_004956.3 1-3 Hs00951944 ml1 74 pb
ETVI’ NM_004956.3 5,6 Hs00951947 ml 89 pb
ETV4 NM_001986.1 10-11 Hs00383361 gl 70 pb
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ETV4 NM_001986.1 2-3 Hs00944559 g1 53 pb

Cav-1 NM_01172895.1 2-3 Hs00971716 ml | 66 pb
NM_01172896.1
NM_01172897.1
NM_001753.4

3.10.3. Método de analisis de expresion relativa 2 A",

Los datos obtenidos en la PCR cuantititativa estan expresados en Ct
(Threshold cycle o ciclo umbral), este valor indica el ciclo en el que el
termociclador en tiempo real empieza a detectar fluorescencia en la fase
exponencial de la cinética de amplificacion. Por tanto, este valor nos da una medida
indirecta e inversa de la cantidad inicial de ADNc y por tanto de ARNm existente
en nuestra muestra, de modo que a mayor Ct menor cantidad de ADNc y por tanto
menos se expresa el gen estudiado. Una forma de calcular la expresion relativa de
un determinado gen es utilizar el método 2 **“ que consiste en una transformacién
matematica para convertir los datos relativos en absolutos y analizando tanto los
valores del gen problema con los de un gen constitutivo (303, 304). Este segundo
método es el que se utiliza en este trabajo para medir la expresion génica de los 10
genes estudiados.

ACt es la diferencia entre el Ct de nuestro gen problema y el Ct del gen
constitutivo usado en el analisis y el AACt es la diferencia entre este primer ACt en
nuestra muestra problema y un segundo ACt" correspondiente a una poblacion (por
ejemplo células normales) con la que queremos comparar los resultados de
expresion del ARNm.(302).

Los datos obtenidos del analisis de expresion relativa se visualizan con
métodos estadisticos de clustering no supervisado, que son un conjunto de técnicas
que agrupan los datos obtenidos en funcion de una distancia sin considerar ninguna
informacion a priori para organizar los resultados. Otra caracteristica de este tipo de
analisis es que es jerarquico. Es decir se trata de un método determinista que agrupa
a los genes basandose en una matriz de distancias, para finalmente crear un
dendograma que establece una relacion ordenada entre los grupos definidos siendo
la longitud de sus ramas la distancia entre los grupos. Hay varios modos de calcular
la distancia entre los clusters que se van formando, el usado en esta tesis es Average
linkage (algoritmo que agrupa iterativamente los clisters que presentan la distancia
media mas pequefia en cada paso del calculo de la matriz de distancias). Los
resultados se visualizan en un heatmap que es una grafica bidimensional que agrupa
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un codigo de colores segun el nivel de sobre o infraexpresion de la muestra (rojo y
verde respectivamente) (305).

3.10.2. Cuantificacion absoluta de transcritos TMPRSS2-ERG en
muestras de sangre periférica.

Uno de los objetivos planteados en este trabajo fue medir la cantidad de
CTCs por medio de RT-PCR cuantitativa usando una cuantificacion absoluta. Esta
técnica consta de la realizacion de una curva de concentraciones conocidas y la
posterior interpolacion de nuestras muestras en dicha recta. Figura 19.
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Figura 19: cuantificacién de expresion génica por una qPCR absoluta A) se obtienen los
Ct de cada punto B) el software elabora una recta con las cantidades de amplicon de cada
punto (en nimero de copias) y sus Ct. C) se interpolan los valores de nuestras muestras
en la curva.
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Para la elaboracion de la curva para la cuantificacion absoluta seguimos dos
estrategias:

1. Dilucion de células VCaP en una fraccion de células mononucleadas de
SP. En este procedimientos se crea una curva de concentraciones conocidas de
células de la linea VCaP que portan la fusion T1E4 mezclados con leucocitos a fin
de aumentar la sensibilidad del método. En la siguiente tabla (16) se especifican los
volumenes y cantidades de células en cada punto.

92



MATERIAL Y METODOS

Tabla 16: composicion de la curva de diluciones de la linea celular VCaP.

Punto Cantidad de Volumen Cantidad de | Volumen
leucocitos dilucion de células VCaP | dilucion
leucocitos de
células
VCaP
Cl 10° 70 uL 10° 3500 puL
C2 2x10° 140 pL 10° 350 uL
2x 10° 140 pL
C3 10* 35uL
2x10° 140 pL
C4 10° 3,5ul
2x10° 140 puL
C5 10 0,35 uL
2x10° 140 pL
C6 0 0 uL

En este caso la curva se realizo con diluciones 1:10 de células VCaP.
Teodricamente los valores de Ct de una muestra y una dilucion 1:2 de la misma
deben diferir en 1, mientras que si la dilucion es 1:10 la diferencia serd de 33, asi
pues, este sera el valor de la pendiente de la recta obtenida (306). El software
interpola los valores de Ct de las muestras en esta recta (figura 19) y nos da un valor
correspondiente a la equivalencia de la cantidad del gen de fusion en nuestra
muestra con células VCaP. (285) Esta estrategia tiene varios puntos débiles, en
primer lugar necesitamos un método fiable para cuantificar la dilucion inicial de
células, en este caso se uso un citometro de flujo, después se lisan las células y se
extrae el ARN y finalmente se hace la RT-PCR para obtener el cDNA, y es este
cDNA el que se incluye en la curva. Por tanto se asume que las eficiencias de la
extraccion y de la RT-PCR son del 100%, lo que no es cierto. Por otro lado los
resultados de expresion no se normalizan con respecto a un gen control. En este
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método se valora la presencia de material viable en la muestra por medio de la
expresion del gen constitutivo f2-Microglobulina.

2%, Construcion de una curva estandar con ADN plasmidico que contienen
las secuencias de las isoformas mas frecuentes de TMPRSS2-ERG (T1-E4 y TI-E5)
con el fin de mejorar la exactitud y sensibilidad de esta prueba. En este caso se
requiere de una estandarizacion tanto para normalizar el contenido inicial en ARNm
de la muestra, como la eficiencia del proceso, a este fin se cuantifica ademas un
gen, es decir un gen que se exprese constitutivamente (housekeeping) y por tanto en
la misma medida en todos los tipos celulares. Para ello se cuantifica el gen ABL
(primers y sondas detallados en la tabla 19).

Una vez obtenidos los tres amplicones por PCR cualitativa (como se
describe en el apartado 4.8) se procede a la clonacién de los mismos (ver apartado
3.11) a fin de obtener los productos de PCR purificados y en la cantidad definida y
suficiente para crear la recta de patréon de concentraciones conocidas necesaria en
esta técnica. Por tanto esta aproximacion aunque mas laboriosa es mas adecuada
que el uso de diluciones de VCaP ya que soslaya los problemas de sensibilidad y
reproducibilidad de dicho método.

Para calcular el nimero de copias inicial obtenido en la clonacién a fin de
elaborar las diluciones se siguen los siguientes pasos:

En primer lugar se suma la longitud del plasmido en pb (en este plasmido
son 3931) con la longitud de los insertos.

Se calcula la masa de una sola molécula de plasmido con la siguiente
formula:

m=nx1.96x10""

Donde:

n = tamafio del plasmido en pb

m = masa en gr

1,96 X 10 *'es el peso en gr de un pb.

Se calcula la masa de cada punto de la recta de calibracion multiplicando la

masa de una sola molécula del plasmido por el nimero de copias presente en cada
punto de la recta.
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A partir de la masa de cada punto de la recta obtenemos la concentracion
dividiendo cada punto entre 5 (que es el numero de ul que vamos a pipetear en la
reaccion de qPCR).

En ultimo lugar, conociendo las concentraciones se preparan las diluciones
segun la formula:

C, xV, =C,xV,

En las tablas 17 y 18 se especifican los reactivos y las condiciones de la
gPCR respectivamente.
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Tabla 17: volumenes de reactivos para llevar a cabo la PCR cuantitativa de los dos
transcritos de fusion mas frecuentes (exon 1 de TMPRSS2 y exén 4 de ERG y ex6n 1 de
TMPRSS?2 y exon 5 de ERG) ademas del gen control ABL.

Reactivo Volumen gp’tl) por Concentracion
reaccion

Taq Man Master Mix (ABI) 2X 10,0 1X
Primer F (15 pM) 0,6 0,45 uM
Primer R (15 uM) 0,6 0,45 uM
Sonda (6 pM) 0,6 0,18 uM
ADNc (a partir de 200 2,0

ng de ARNm)
Agua 6,2
Volumen final 20,0
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Tabla 18: Condiciones de la PCR cuantitativa para cuantificar el transcrito de las
dos fusiones T1E4, T1ES y el gen control ABL.

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 10 segs 1
96°C 30 segs

35
62°C 30 segs
68°C 50 min
72°C 10 segs 1

En la tabla 19 se detallan las secuencias de las sondas TagMan y primers
usados. Las sondas usan FAM como fluor6foro y como quencher usan Minor
Groove Binder (MGB), un atenuador especialmente indicado para estabilizar el
apareamiento de sondas cortas, lo que permite obtener amplicones mas cortos con
mayor garantia de calidad.

Las sondas TMPRSS2-ERG (ex4) y TMPRSS2-ERG (ex5) fueron disefiadas
con el software Primer Express v 3.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
los primers TMPRSS2F y ERGR se tomaron (185), el primer ERG5B de (307) y los
primers ENF1003, ENF1003 y la sonda ENPR1043 de ABL de (308).
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Tabla 19 Secuencias de primers y sondas TagMan empleadas en la identificacion de
transcritos de fusion TMPRSS2-ERG en sangre periférico

ID primer/sonda

Secuencia 5°-3°

Tamaiio del

amplicén

Primer TMPRSS2 F | 5-TAGGCGCGAGCTAAGCAGGAG-3’ 126 pb
Primer ERG R 5'-

GTAGGCACACTCAAACAACGACTGG-3’
Sonda 5’-FAM-TGGAGCGCGGCAGGAAGCC-3’ 19 pb
TMPRSS2:ERG
(ex4)
Primer ERG 5B R 5-TCATCCCAACGGTGTCTGGGCTG-3" 146 pb
Sonda 5’-FAM-CCTGGAGCGCGGCAGGAACTC- 21 pb
TMPRSS2:ERG 3
(ex5)
Primer ABL | 5'- 123 pb
ENF1003 TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAA

AGGT-3"
Primer ABL | 5'-GATGTAGTTGCTTGGGACCCA-3"
ENR1063
Sonda ABL | 5'- 28 pb
ENPR1043 FAMCCATTTTTGGTTTGGGCTTCACAC

CATT-TAMRA-3’
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3.11. CLONACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR.

En este trabajo se usa la clonacion con el fin de desarrollar un método de
cuantificacion absoluta por qPCR que nos permita cuantificar el nimero de copias
del gen TMPRSS2-ERG en las muestras de SP que constituyen la rama prospectiva
del trabajo. Aplicando este método se establece una equivalencia entre el Ct
obtenido en una muestra y el nimero de copias del gen de fusion presentes en la
misma, de modo que estos valores seran comparables entre distintos experimentos.
A fin de conseguir esto, se construyen una serie de clones con los productos de PCR
de las dos isoformas mayoritarias de TMPRSS2-ERG de modo que se construye una
curva estdndar de concentracion conocida que se incluye dentro de cada
experimento. Asi, pueden interpolarse los valores de Ct con los de los puntos
estandar y asignar un namero de copias del gen a cada muestra de SP.

El objeto de la clonacion es la obtencion de secuencias de ADN muy puras
y en la concentracidon necesaria para realizar curvas de concentracion dectreciente
de las siguientes secuencias ABL, T1E4 y T1ES.

Dado que todas las copias del plasmido que obtengamos contendran estos
productos, conociendo la concentracion exacta de DNA en la muestra podremos
obtener el numero de copias de la secuencia diana aplicando una transformacion
matematica. (ver apartado 3.10.2) Asi pues, podemos construir una curva
decreciente de diluciones con un numero de copias de pldsmido determinado y
usando la técnica PCR cuantitativa podremos extrapolar la concentracion (en
numero de copias de plasmido) de nuestra muestra.

Para la clonacion de nuestros productos de PCR hemos utilizado el vector
plasmidico pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen) especialmente disefiado para este
proposito.

En la figura 20 se muestra la estructura del plasmido en el que se insertan
los productos de PCR con sitios de actuacion de las enzimas de restriccion y la
situacion de las secuencias M13 para analizar la estructura del plasmido por
secuenciacion directa.
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lacZa ATG

Kﬁnl Sac | BlamHI

leb(l Et,‘ll:lRI
GRR TTC
CTT RRG

EcoR W Bstx | Mot | Xl"i‘o | NSJ'|I Xbal ﬂpla |

Comments for pCR®2.1-TOPO?
3931 nucleotides

Figura 20: Caracteristicas del vector pCR® 2.1-TOPO® y de la secuencia flanqueante al
sitio de clonacion. Los sitios de restriccion estdn marcados con su enzima
correspondiente. Tomado del manual de usuario de TOPO TA Cloning ® (Invitrogen).

Para llevar a cabo la de clonacion de productos de PCR en el vector pPCR®
2.1-TOPO® se siguieron las indicaciones proporcionadas por el proveedor y que a
continuacion se describe brevemente:

1. En primer lugar, se realiza una PCR con primers especificamente disefiados

para la secuencia que deseamos clonar (tabla 10 apartado 4.8) y siguiendo
las concentraciones especificadas en la tabla 20:
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Tabla 20: Reactivos y componentes de la reaccion de amplificacion con primers especificos

para la obtencion de los amplicones a clonar.

Reactivo Volumen (pl) por Concentracion
(concentraciones de trabajo) reaccion final
PCR buffer 5,0 10X

dNTPs (50 nM) 0,25 0,25 nM
Primers 200 ng/ pl 1 pl c/uno 40 ng/pl
Producto de PCR 50 ng

Agua hasta 49 ul
Volumen final 50,0

Se multiplica por el numero de casos a amplificar mas un 10%.

Se clonaron las siguientes secuencias (las secuencias de los primers estan

subrayadas):

T1E4:

TAGGCGCGAGCTAAGCAGGAGGCGGAGGCGGAGGCGGAGGGCG

AGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCCTTATC
AGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC

T1ES:

TAGGCGCGAGCTAAGCAGGAGGCGGAGGCGGAGGCGGAGGGCG

AGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAACTCTCCTG
ATGAATGCAGTGTGGCCAAAGGCGGGAAGATGGTGGGCAGCCC

AGACACCGTTGGGATGA
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ABL:

TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGTGTGAAAAGCTCCG
GGTCTTAGGCTATAATCACAATGGGGAATGGTGTGAAGCCCAAA
CCAAAAATGGCCAAGGCTIGGGTCCCAAGCAACTACATC

Los productos de PCR se obtuvieron de la linea celular VCaP T1E4 y de
una biopsia positiva para la translocacion T1ES, se amplificaron las secuencias
mediante una PCR especifica usando como cebadores forward y reverse los
fragmentos subrayados al principio y al final de las secuencias (ver tabla 10 del
apartado 3.8).

La secuencia del gen ABL usado como gen control se obtuvo amplificando
muestras de SP mediante PCR con los primers incluidos subrayados en la
secuencia.

La reaccion de amplificacion se lleva a cabo con las siguientes condiciones
de termociclacion: Para los transcritos de T1-E4 y T1-E5 se sigui6 el programa
detallado en la tabla 10 del apartado 4.8. En cambio para el gen control ABL se uso
el programa especificado en la tabla 21 a continuacion. Los programas de PCR
usados en la clonacion tienen una fase de elongacion a 72°C prolongada (de 7 a 10
minutos a fin de obtener todos los productos de la misma longitud y que no se
inserten en los plasmidos productos de PCR incompletos lo que nos disminuiria el
rendimiento de la clonacion.
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Tabla 21: Condiciones de la PCR cualitativa usada en la amplificacion del
gen control ABL.

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 10 segs 1
96°C 30 segs

62°C 30 segs 35
68*C 50 min

72°C 10 min 1

2. Una vez obtenidos los productos de amplificacion se procede a la reaccion
propia de clonaciéon en un volumen final 6 pl tal y como se detalla en la
tabla 22.
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Tabla 22: Reactivos y componentes de la reaccion de clonacion en el vector pCR® 2.1-
TOPO®.

Reactivo Volumen (ul)
Producto de PCR 2
Solucion de sal 1
Agua Hasta 5 pl
Vector TOPO 1 ul
Volumen final 6 ul

3. A continuacion, se mezcla la reaccion suavemente y se deja incubar 5 min.
a temperatura ambiente.

4. Una vez finalizado el periodo de incubacion, la reaccion de clonacion se
guarda en hielo.

5. Se deja descongelar el vial de medio S.O.C. (Super Optimal broth with
Catabolic repressor) a temperatura ambiente

6. Las placas petri con medio LB-agar donde se va a llevar a cabo la siembra
se calienta a 37°C durante 30 minutos

7. A continuacion, se siembran 40 pl de X-gal 40 mg/ml en cada placa LB y
se deja incubar a 37°C hasta su uso.

8. Se descongela en hielo 1 vial de células One Shot ® para cada una de las
transformaciones.

9. Una vez descongelado, se afiaden 2 pul de la reaccion de clonacion (punto
2) en el vial de E. Coli One Shot® y se mezcla suavemente, sin pipetear.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

La mezcla se incuba en hielo 5-30 min.

A continuacion, la mezcla se pasa a un bafio de 42°C previamente calentado
durante 30 segundos sin remover.

Tras el periodo de incubacion, se transfieren los tubos inmediatamente a
hielo.

Se afiaden 250 ul de medio S.0.C. a temperatura ambiente.

El tubo se tapa fuertemente y se agita horizontalmente a 200 rpm durante 1
ha37°C.

Se siembran entre 10-50 ul de cada transformacion en una placa selectiva e
incubar toda la noche a 37°C. Para asegurar que la siembra de pequefios
volumenes es efectiva, se afiaden 20 pl de medio S.O.C.

Se tomaron entre 2-6 colonias blancas o azul claro para cultivarlas toda la
noche en medio LB-liquido de 25 ml suplementado con 50 pg/ml de
ampicilina o 50 pg/ml de kanamicina. (Figura 21)

Figura 21: Medio LB-agar de seleccion de colonias con el Plasmido con
los productos de PCR incluidos. Los productos de PCR se insertan dentro
del gen que codifica para la galactosidasa rompiendo su pauta de lectura,
por lo que las colonias con inserto no podran metabolizar la galactosa. En el
medio hay X-gal, un reactivo que tiene galactosa unida a indol, un
colorante azul. Por tanto las colonias de células con el inserto no
metabolizaran el X-gal y no tendran color, seran blancas a diferencia de las
colonias que no hayan incluido el inserto que seran azules en el medio de
seleccion LB.

105



MATERIAL Y METODOS

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Los plasmidos se aislaron usando PureLink™ Quick Plasmid Miniprep kit
de Invitrogen, para lo cual es necesaria la lisis celular en un medio alcalino
con SDS.

Se obtuvo el sedimento de un cultivo incubado toda la noche (1-2 X 10°
células de E. coli en medio LB) mediante centrifugacion a 1200 rpm
durante 20 min y eliminacion completa del medio.

El sedimento se resuspendid en 250 ul de tampdn de resuspension (R3) con
RNasa A procurando que no queden grumos de células.

Se afnaden 250 pl de tampén de lisis (L7) a las células, mezclando
suavemente el tubo 5 veces por inversion sin vortear.

A continuacion, se deja incubar la mezcla durante 5 min. a temperatura
ambiente.

Se afiaden 350 ul de tampén de precipitacion (N4) mezclando
inmediatamente invirtiendo el tubo hasta que la solucion es homogénea.

Se centrifuga a 12000xg durante 10 min. a temperatura ambiente para
clarificar el lisado de restos celulares.

A continuacion, se pipetea el sobrenadante en una columna que se coloca
en un tubo de lavado de 2 ml.

A continuacion, se centrifuga a 12000xg 1 min, descartamos el precipitado
y volviendo a poner la columna en el tubo de lavado.

Se afiaden 500 pl de tampoén de lavado (W10) a la columna y se deja
incubar 1 minuto a temperatura ambiente.

Seguidamente se centrifuga a 12000xg 1 minuto.

Se desecha el precipitado en el tubo de lavado y la columna se coloca de
nuevo en el tubo de lavado

Se afiaden 700 ul de tampén de lavado (W9) en la columna.

Se centrifuga a 12000xg 1 min. Descartamos el precipitado y volvemos a
poner la columna en el tubo de lavado

Se centrifuga a 12000xg 1 minuto para eliminar el tampo6n de lavado (W9)
remanente y se desecha el tubo de lavado con el precipitado.
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32. La columna se coloca ahora en un tubo de Recogida de 1,5 ml. limpio.

33. Se afiaden 75 ul de tampon TE pre-calentado (65-70°C) al centro de la
columna y se deja incubar 1 min a temperatura ambiente.

34. Se centrifuga a 12000xg 2 minutos.

35. Confirmamos que se ha producido el inserto del producto de PCR mediante
PCR con primers M13 y posterior secuenciacion.

3.11. CONSTRUCCION DE MATRICES TISULARES.

Con el objeto de obtener un maximo rendimiento tanto de las muestras
como de los andlisis inmunohistoquimicos e hibridacién fluorescente in situ,
procedimos a la construccion de matrices tisulares con un arrayer manual de
Beecher (MTA-I). Una matriz tisular consiste en la colocacion de varios cilindros
representativos de piezas tumorales en un solo bloque de parafina. De este modo se
pueden procesar todos los casos incluidos simultineamente disminuyendo la
cantidad de reactivos y el tiempo. Otra ventaja es que el procesamiento de todos los
tumores tiene lugar bajo las mismas condiciones técnicas (309, 310).

Se parti6 de 466 bloques de parafina conteniendo piezas quirurgicas de
prostatectomia radical. De cada uno de estos bloques se extrajeron 3 cilindros y con
todos estos casos se construyeron 19 matrices tisulares. También se construy6 otra
matriz tisular con casos de tejido prostatico normal consistente en dos cilindros por
caso y conteniendo 30 casos.

Para la construccion de las matrices tisulares se siguid el siguiente
protocolo:

1. En primer lugar, se seleccionaron las zonas representativas de cada
tumor a partir de portas con tincion hematoxilina-eosina de las cuales

se tomaron las muestras.

2. A continuacioén, se enfrentaron los portas tefiidos con su bloque
correspondiente para identificar el area sefialada.

3. Se confecciond una plantilla en la que figura la posicion exacta de cada
uno de los cilindros en la matriz.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Antes de incluir los cilindros tisulares en el bloque receptor, se
procedié a alisar su superficie con un microtomo para que todos los
cilindros tuvieran el mismo angulo.

Seguidamente, se coloco el bloque receptor en la base del instrumento
asegurandolo adecuadamente.

Se elige el juego de agujas de 0,6 mm. Situar a la izquierda la mas
gruesa que toma el cilindro de tejido del bloque donador y, a la
derecha, la que agujereara el bloque receptor.

Se ajustan a cero los micrometros que marcan la alineacion de las filas
y columnas de los cilindros.

En primer lugar se hace el agujero en el bloque receptor, rotando el
émbolo de aguja para profundizar 3 mm aproximadamente.

A continuacién se coloca el bloque de tejido donador sobre el puente,
se cambia la aguja y se toma el tejido tumoral marcado.

Se retira el puente con el bloque donador.

Se contintia expulsando el cilindro de tejido exactamente encima del
agujero realizado en la parafina del bloque receptor, sin hundirlo.

Se coloca, encima del hueco, un portaobjetos para alisar la
superficie del cilindro y nivelarla con la parafina.

Seguidamente, se cambia la medida del micrometro a la siguiente
posicion para agujerear de nuevo.

De forma sucesiva, se repiten los pasos 6 a 12 hasta incluir todos los
casos en el bloque.

Una vez el bloque receptor contiene los cilindros de todos los casos, se
deja en una estufa de 37° C durante 24 horas para que los cilindros de
tejido se adhieran bien a la parafina del bloque receptor.

Tanto para los estudios inmunohistoquimicos como para FISH se
realizaran cortes de 3 um que se recogen en portas de poli-lisina.

En la figura 22 se esquematiza todo este proceso.
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Figura 22: Esquema de elaboracion de un TMA con el tissue arrayer. Imagen
tomada de microarraystation.com.

3.12- INMUNOHISTOQUIMICA.

Las técnicas IHQ son morfologicas y actian localizando ag tisulares
mediante su unioén a ac especificos que usan un enzima conjugado como trazador,
de modo que la union ag-ac se visualiza afiadiendo el sustrato de dicho enzima con
una sustancia cromogena conjugada con lo que se forma un precipitado insoluble y

coloreado.

A nivel inmunohistoquimico planteamos el estudio de expresion de diversos
marcadores que se han relacionado con la biologia del CaP. En la tabla 23 se
detallan los anticuerpos empleados, asi como la dilucion empleada y las
condiciones de desenmascaramiento antigénico.

109



MATERIAL Y METODOS

Tabla 23: anticuerpos usados en el estudio IHQ con sus caracteristicas mas relevantes.

ANTIGENO CLON DILUCION CASA

COMERCIAL

PTEN

Raton monoclonal 1:100 Dako
(clon GH2-1)

Ki 67 Ratén monoclonal 1:50 Dako
(clon MIB-1)
CD-99 Ratéon monoclonal 1:50 Dako
(clon 12E7)
TPD52 Conejo ploiclonal 1:200 Australia
Cav-1 Conejo policlonal 1:200 Santa Cruz Biot.
Cav-1 Conejo policlonal 1:2000 BD
En el presente trabajo se ha usado la técnica avidina-biotina-peroxidasa (ABC)
con ac marcados indirectamente. El ac secundario se une al primario, que estaba

previamente unido al ag de estudio. Esta técnica es muy adecuada para estudiar
muestra FFPE ya que es muy sensible.

El protocolo seguido para llevar a cabo este proceso es el siguiente:

Los cortes de la matriz tisular se desparafinan calentandolas durante 12 a 24 h
a 37°C en una estufa a 60°C. A continuacidén se sumergen en xilol durante 15
min a temperatura ambiente.

Las muestras se hidratan con alcoholes de concentracion decreciente (90-80-
70%) y se lavan con agua.

Realizamos un pretratamiento de recuperacion antigénica introduciendo las
muestras en una solucion de tampoén citrato 10X y después en un autoclave
hasta una presion de 1,5 atmosferas durante 5 min. A continuacidon se
descomprimen y enfrian lentamente los preparados.
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4. Sumergimos las muestras en una solucién de agua oxigenada (97 volumenes
de metanol al 2% y 3 volumenes de agua oxigeneada) a fin de inhibir la
peroxidasa endogena durante 30 min a temperatura ambiente.

5. Se bloquea la colagena tisular para evitar la union de las inmunoglobulinas al
estroma con suero de caballo (Gibco) al 20% durante 20 min .

6. Se voltean los preparados y se le afiade el ac primario durante 45-60 min a
temperatura ambiente (segun el ac).

7. Las secciones se lavan 3 veces con tampon fosfato (PBS) (cloruro de sodio,
cloruro potasico, hidrogenofosfato de di- sodio y dihidrégenofosfato de
potasio) (Gibco) y se incuba 30 min con el ac secundario.

8. A continuacion se realizan 3 lavados con PBS y se afiade el complejo avidina-
biotina durante 30 min.

9. Tras el periodo de incubacidn se vuelve a lavar 3 veces las preparaciones con
PBS y se revela la reaccion con una solucion diaminobenzidina
tetrahidroclorhidrica (DAB) (Sigma) en un tampdén de trishidroclorhidrico
0,2M hasta un pH neutro. Después de ajustar el pH se afiade la DAB y por
ultimo el agua oxigenada pura de 110 volimenes (para 100 ml de Tris se usan
75 mg de DAB y 50 pl de agua oxigenada). Durante el revelado, las
preparaciones se protegen de la luz metiéndolas en una estufa de 37°C durante
5 min. Se lava con agua corriente.

10. Por ultimo, los nucleos se contrastan con hematoxilina de Harris durante 30
seg, se deshidratan los cortes con alcoholes crecientes (70-80-90%) y se
montan los cubreobjetos (Menzel-Glaser) con “entellan” (Merck co).

3.12.1.- Evaluacion histopatolégica

Los casos fueron evaluados por dos patdlogos experimentados (A.C.F. e
I.M.P.). Esta evaluacion se llevé a cabo por la siguiente escala semicuantitativa:

. Negativo: < 5% de células reactivas.

. + de 5 a 25% de células reactivas
. ++ de 25 a 50% de células reactivas
. +++ > 50% de células reactivas
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3.13 HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE (FISH).

La técnica de FISH permite estudiar el ADN genomico mediante hibridacion
con sondas especificas marcadas con fluorescencia. Una sonda es una monohebra de
ADN complementaria a nuestra diana marcada con moléculas fluoréforas (por ejemplo
fluoresceina, fexas red, rodamina, etc..). De modo que se codesnaturaliza nuestro ADN
problema junto con las sondas permitiendo su hibridacion que podemos localizar
gracias a la sefial fluorescente de la sonda. Figura 23. La sonda o sondas estan
disefiadas de tal manera que pongan de manifiesto anormalidades genomicas como
aneuploidias, amplificaciones génicas o translocaciones. En nuestro caso hemos optado
por una sonda marcada con tres colores (uno en el gen TMPRSS2, otro en el gen ERG y
la tercera en el espacio entre ambos genes) de modo que permitira ver los
reordenamientos que afectan a estos genes y ademas si estos reordenamientos son fruto
de una translocacion reciproca o de una delecion intersticial.

Una vez se ha hibridado la sonda, se lleva a cabo una contratincion con DAPI
que marca inespecificamente los acidos nucleicos, de modo que se visualizardn los
nucleos celulares en color azul. Esta contratincion es muy importante tanto para
evaluar el grado de digestion del tejido, como para discriminar sefiales espureas
provenientes de nucleos lisados. Las sefales se visualizan en un microscopio de
fluorescencia equipado con filtros especificos capaces de leer la sefal a las longitudes
de onda caracteristicas de los fluor6foros empleados.

Labeling with
fluorescent d
L

Figura 23: mecanismo esquematico del proceso de hibridacion en la técnica FISH. Tomada de
http://goo.gl/1pcgA. Propiedad de Thomas Ried bajo licencia wikimedia commons.
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Esta técnica se ha llevado a cabo sobre secciones de las matrices tisulares en
nucleos en interfase, respetando la arquitectura celular (in situ) y se ha utilizado el Kits
TMPRSS2-ERG (21g22) Del, Break, TC repeat free probes de Kreatech para la
hibridacion y y el kit de pretratamiento de muestras de Master Diagnostica (MAD-
FISH-PKII).

Este kit de sondas estd optimizado para detectar reordenamientos que afectan
al locus 21922, asi como para discernir el mecanismo en este reordenamiento. Los
patrones de sefial mayoritatios son en primer lugar sefial Roja Verde Azul (RVA) (no
mas separadas de la distancia de intensidad de la sefial) indican un alelo no reordenado.
Una pérdida de la sefial verde indica microdelecion porque se pierde la region
intergénica (aproximadamente 3 Mb). Una translocacion reciproca se observa con la
rotura de una sefial RVA en una sefial R separada de una sefial VA. Otro patrén es la
presencia de una sefial A separada de una RV cuando so6lo ERG esta implicado en el
reordenamiento. Figura 24.

A) B)
DJI‘I‘”—
I 700 KB
ml!)’)l
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b ETS2
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D21551 59—y
nq 2 I
600 KB
(g
TMPRSS2 | )
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Figura 24: A) esquema de la posicion de las 3 sondas fluorescentes en el cromosoma 21 para
la deteccion de TMPRSS2-ERG.B) ejemplo de un ntcleo con un alelo normal (sefial RVA) y
otro reordenado por microdelecion (RA) C) ejemplo de un rordenamiento en el que se pierde
la sefial ERG lo que nos indica que TMPRSS?2 esta fusionado con otro gen (ETVI, ETVA4,
etc..). Imagenes tomadas de http://goo.gl/OsfDO. Las fotografias de ntcleos hibridados estan
cedidas por el Dr. Texeira (Oporto) (191, 311, 312)
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En el proceso de hibridadcion se siguio un protocolo de tres dias que se detalla

a continuacion:

Dial

Preparacion de la seccion de tejido a estudiar

De las matrices tisulares se cortan secciones de 2-3um y se montan sobre un
portaobjetos pre-tratado (cargado positivamente para que se adhiera la

muestra).

Los portaobjetos se incuban toda la noche a 59°C en estufa o sobre placa
calefactora.

Dia 2

Desparafinacion de los portas

Se introducen los cortes en dos bafios sucesivos con xilol durante 10 min.
Se sumergen en dos bafios durante 5 min cada uno de etanol 100%
Realizamos otro bafio de 5 min en etanol al 80%.

Se sumergen los cortes en etanol 70% 5 min.

Por ultimo, dejamos una hora los cortes en agua destilada para lavar.

Pretratamiento por calor

L.

Se colocan 50 ml de Tiocianato de sodio (listo para uso) en una jarra Coplin y
precalentar en un bafio de agua a 80°C (al menos 30 minutos).

Paralelamente se prepara una solucion de trabajo de HCI 0,2N.

Las preparaciones se sumergen en una jarra Coplin con HCI 0,2N durante 20
minutos a temperatura ambiente.

Los portas se lavan con agua destilada durante 3 min.
A continuacién, los portaobjetos se colocan tiocianato de sodio durante 30

min.
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6. Transcurrido este tiempo, los portas se lavan con SSC 2X durante 3 min a
temperatura ambiente.

Digestion enzimatica con pepsina

1. Reconstituimos cada vial de pepsina incluido en el kit con 1,5 ml de agua
destilada, se alicuota en tubos eppendorf con 250 pl. Se almacena congelado a
-20°C. En cada hibridacion usaremos uno de estos viales.

2. Se prepara la solucion de trabajo de pepsina que consta de
50 ml de agua destilada
250 pl de HC1 2N
250 pl de solucion de pepsina

3. Se vierte la solucion en una jarra Coplin y se precalienta el bafio a 37°C al
menos 30 min antes de introducir los portas.

4. Introducimos las secciones de tejido en esta solucion y se incuba a 37°C
duarante 10 min (no es recomendable procesar mas de 5-6 portas
simultdneamente en esta solucion).

5. Se lava en tampén en SSC 2X, 5 min a temperatura ambiente.

6. Deshidratamos las preparaciones en alcoholes crecientes:

i.  Etanol 70% 3 minutos

11. Etanol 80% 3 minutos

11i. Etanol absoluto 3 minutos

Desnaturalizacion/Hibridacion

(A partir de este paso las preparaciones y las sondas fluorescentes se manejan, en
oscuridad, evitando la exposicion prolongada a la luz ambiental)

1.  Aplicamos 10 pl de sonda sobre el porta.
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Se colocan en la ranura central de la cdmara himeda (Termo HyBryte) un
papel de filtro himedo para mantener la humedad en el aparato durante el
proceso.

Colocamos un cubreobjetos y desnaturalizamos la preparacion en la camara
himeda 5 minutos a 80°C.

Sellamos el porta con pegamento y se incuba en una camara humeda 16 horas
a 37°C.

Dia 3

Lavados de posthibridacion

1. Retiramos el cubreobjetos sumergiendo los portas en solucion de lavado post-
hibridacion a temperatura ambiente.

2. Se lavan los portas en la solucion de lavado precalentada, 2 minutos a 75°C.
(No es recomendable lavar simultaneamente mas de 5 6 6 portas).

3. Lavamos ligeramente (unos segundos) con agua destilada y se deja secar al
aire.

Contratincion:

1. Se pipetean 20 pl de DAPI II en el area diana y cubrimos con un cubreobjetos
de tamafio adecuado.

2. Las preparaciones se han de almacenar a —20°C en una caja oscura durante un

minimo de 20-30 minutos antes de su observacion al microscopio de
fluorescencia

3.13.3 Interpretacion de seiiales.
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Se contaron las sefiales fluorescentes a fin de establecer patrones que nos
indiquen si la muestra presenta reordenamientos o no. Ademads se busca establecer un
patron presente en las muestras que presentan delecidon distinto de las que presentan
translocacion balanceada. También es importante establecer puntos de corte, dado que
es una técnica en la que se cuentan nucleos que pueden presentar un patrén claramente
mayoritario, o bien tener una marcada heterogeneidad. En nuestro caso se han asignado
las sefales como se refleja en la figura 25. Siendo el punto de corte la presencia de un
15% de células con anomalias cromosdmicas. Dicho punto de corte y los patrones se
han obtenido del analisis de 20 muestras de tejido prostatico normal adyacente al
tumoral en piezas FFPE obtenidas de prostatectomias radicales.
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Normal

Translocacioén reciproca

Delecioén intersticial

Reordenamiento
sin determinar (a)

Reordenamiento
sin determinar (b)

Reordenamiento
sin determinar (c)

-

Figura 25: asignacion de los mecanismos de reordenamiento génico con los patrones obtenidos
por FISH. 1 6 mas sefales de fusion (RVA) indican un ntcleo no reordenado, una sefial de
fusion acompafiada de una sefal azul y verde y de otra roja separada, o bien sélo una azul y
verde es indicativa de translocacion recoproca, 1 sefial de fusion y otra roja y azul fusionada
indica un reordenamiento causado por una delecion intersticial, mientras que una sefial de
fusién acompafiada de una sefial azul, una roja o una verde se ha asignado a un reordenamiento
sin determinar.
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En la figura 26 se muestra un modelo de plantilla disefiada especificamente

para el recuento

Plantilla FISH de recuento TMPRSS2 / ERG (C. Prbstata) ——— VO
Fecha: ! ! LABORATORIO DE B0 LOGL W0 LECULAR
BM: Cilindro: &/ B/ C o
Técnico: T
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119



MATERIAL Y METODOS

3.15- ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS.

Para el analisis estadistico de los datos clinicopatologicos se disefd
especificamente una base de datos ubicada en el servidor de la FIVO, asi como otra
base de datos con las caracteristicas moleculares de los pacientes incluidos en la
serie. Posteriormente se unificaron y codificaron todos los datos y se analizaron con
el software SPSS v15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

El andlisis estadistico busca obtener relaciones entre los datos moleculares
(expresion génica y mecanismo de reordenamiento) y de expresion proteica con
factores clinicopatologicos a fin de obtener parametros predictores que refinen el
pronostico en CaP. Todas las pruebas estadisticas se realizaron con una
significacion del 0,05 y las estimaciones con un intervalo de confianza de 95%.

3.15.1- Estadistica descriptiva.
En la descripcidon de las variables se incluyd el calculo de los distintos

estadisticos de distribucion (media, mediana, intervalo, desviacion tipica y
frecuencia de sucesos) mediante las formulas habituales.

3.15.2- Estadistica analitica.

Previamente a los analisis de supervivencia univariantes y multivariantes se
llevé a cabo una correlacién de los datos categorizados por el método x* y test
exacto de Fisher cuando la frecuencia es menor de 5, asi como las correlaciones de
Pearson.

Métodos univariantes:

Para el analisis univariante de la supervivencia se estudiaron el intervalo
libre de progresion bioquimica (ILPB) tiempo entre la prostatectomia radical (PTR)
y el aumento de la concentracion de PSA por encima de 0,2 ng/ml e intervalo libre
de progresion (ILP) ya sea local o a distancia mediante el test de riesgo
proporcional del método de Kaplan-Meier aplicandole test de log-rank (313, 314).
Se consider6 como inicio la fecha de la intervencién quirtrgica y como final la
fecha del evento de progresion o bien la ultima revision clinica o muerte del
paciente.

Métodos multivariantes:

Para el andlisis de factores prondsticos con influencia sobre Ia
supervivencia de los pacientes de nuestra serie se usa el método de regresion
multiple de riesgos proporcionales de Cox (315). Este método asocia un conjunto de
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variables predictoras con una variable respuesta (supervivencia). Este método
gestiona los casos censurados y estima los coeficientes para cada una de las
variables, evaluando el impacto de multiples covariables en el mismo modelo.

El modelo esta constituido de dos términos el primero depende del tiempo y
el segundo de las variables asociadas (factores de riesgo).

En primer lugar se determind que las variables clinicopatologicas y la
presencia del gen de fusion son variables explicativas o predictoras. La medida de
efecto de cada variable se calcul6 a través del Hazard Ratio (HR) o riesgo relativo
(RR).

3.16- ANALISIS SERIE RETROSPECTIVA Y PROSPECTIVA.

En la presente tesis se han analizado dos series independientes de pacientes
con CaP tratados con prostatectomia radical. Una serie retrospectiva cuyo principal
objetivo es la caracterizacion del gen de fusion TMPPRSS2-ERG, asi como de la
expresion génica y proteica de genes relacionados con esta enfermedad; y por otro
lado, establecer el valor pronoéstico de todos estos parametros. La segunda serie es
prospectiva en la que ademas de caracterizar TMPPRSS2-ERG en las piezas
quirargicas, se pretende emplear este marcador en la identificacion y cuantificacion
de CTC en el manejo clinico del CaP.
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RESULTADOS

En aras de una mayor claridad expositiva, en los resultados se exponen
primero los resultados referentes a los objetivos del analisis de la serie retrospectiva
en muestras FFPE. En una segunda parte de este apartado se exponen los resultados
obtenidos de la serie prospectiva compuesta tanto por muestras FFPE como de SP.

4.1- SERIE RETROSPECTIVA.

4.1.1- Estadistica descriptiva.

En la tabla 24 se detallan los PCP analizados, asi como la evolucion de los

314 pacientes incluidos en el subestudio retrospectivo con un seguimiento mediano
de 83,8 meses (2,1-159,8 m).
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Tabla 24: PCP caracteristicos de la serie retrospectiva

Parametro n=314 (%)
Edad

mediana (rango) 67,4 aios (49-84)
PSA inicial

<10ng/ml 184 (58,6)

10-20ng/ml 86 (27,4)

>20ng/ml 44 (14)
Gleason-sp*

2-6 137 (43,6)

7 143 (45,5)

>7 34 (10,8)
cT

<cT2c 291 (92,7)

>cT3a 23 (7,3)
pT

<pT2c 167 (53,2)

>pT3a 147 (46,8)
Ganglios afectos (N)

No 274 (87,3)

Si 12 (3,8)
PIN

Ausente 239 (76,1)

Presente 46 (14,6)
Infiltracién perineural

Ausente 129 (42,1)

Presente 142 (45,2)
Progresion bioquimica

No progresan 186 (59,2)

Progresan 128 (40,8)
Progresion clinica

No progresan 240 (76,4)

Progresan 74 (23,6)

*Gleason-sp: Gleason de la pieza quirtirgica.
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4.1.2- Determinacion de TMPRSS2-ERG por RT-PCR.

De los 314 CaP analizados, 145 (46,2 %) expresaron el gen de fusion
TMPRSS2-ERG determinado mediante RT-PCR. En estas muestras se analizo la
correlacion entre la presencia del gen de fusion y las variantes clinico-patologicas
citadas en la tabla 25.

Tabla 25: Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre los parametros
clinico-patologicos y el gen TMPRSS2-ERG*.

Parametros TMPRSS2-ERG TMPRSS2-ERG p
negativo positivo
PSA inicial
<10 ng/ml 99 (58,5%) 85 (58,6%)
10-20 ng/ml 44 (26%) 42 (28,9%) 0,692
>20 ng/ml 26 (15,4%) 18 (12,4%)

Score de Gleason

2-6 68 (40,2%) 69 (47,6%)
7 77 (45,6%) 66 (45,5%) 0,09
8-10 24 (14,2%) 10 (6,9%)

¢T (estadio clinico)
<cT2c 153 (90,5%) 138 (95,2%)
>cT3a 16 (9,5%) 7 (4,8%)

0,086

127



RESULTADOS

Tabla 25 (cont.): Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre los parametros
clinico-patologicos y el gen TMPRSS2-ERG*.

Parametro TMPRSS2-ERG TMPRSS2-ERG
negativo positivo P
pT (estadio patolégico)
. Y 0
Organoconfinado 91 (33,8%) 76 (52.4%) 0,444
Extraprostatico 78 (46,1%) 69 (47,6%)
PIN
Ausencia 127 (84,1%) 112 (91,8%) 0,516
Presencia 24 (15,9%) 22 (16,4%)
Infiltracion perineural
Ausente 90 (54,2%) 67 (46,5%) 0,516
Presente 76 (45,8) 77 (53,5)
Progresion bioquimica
No progresan 94 (55,6%) 92 (63,4%) 0,098
Progresan 75 (44,4%) 53 (36,6%)
Progresion
No progresan 129 (76,3%) 111 (76,5%) 0,536
Progresan 40 (23,7%) 34 (23,5%)

*La afectacion ganglionar (N) se elimin6 del analisis debido al pequefio niimero (12) de
casos validos.

No se observa asociacion entre la presencia del gen de fusion y ninguno de
los PCP.
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4.1.3- Estudio de TMPRSS2-ERG por Hibridacion In Situ
Fluorescente (FISH).

La serie retrospectiva analizada por FISH consta de 265 casos de los que se
disponia de material para llevar a cabo la hibridacion, de los cuales 199 resultaron
valorables (Ver figura 27). De entre los casos valorados, 86 (43,2%) no presentaron
el reordenamiento mientras que de los 113 (56,8%) restantes (positivos para la
fusion), 84 presentan un patrén de Break (1IRVA+1VA), 22 debido a delecion
intersticial y 7 corresponden a mecanismos sin determinar (figura 28 y 29). Para la
asignacion de patrones de reordenamiento a las sefiales de FISH se sigui6 el criterio
detallado en la figura 25 del apartado 4.13.3 de Material y Métodos.

El principal motivo que impidio6 la valoracion de sefiales de los 66 casos fue
la ausencia de hibridacién (figura 27 B).

@ Tejido muy fibroso
@ Tejido sobredigerido
Sefial muy débil
@ No hay hibridacion

® Valorables
@ Novalorables

Figura 27: esquema explicativo de los casos valorables y no valorables. A) Casos
valorables y no valorables B) motivos por los que no se han podido valorar los casos.

@ Negativo
@ Break
Delecion intersticial
@ Reordenamiento sin determinar

Figura 28: diagrama representativo de los resultados del analisis por FISH en la serie
retrospectiva segun el mecanismo de reordenamiento.
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A)

C)

E)

G)

Figura 29: Fotos del andlisis por FISH A) 2 sefiales RVA correspondientes a dos alelos
normales B) 1IRVA + 1 RV correspondiente a un patréon de Break C). IRVA + 1VA + 1R
correspondiente a una translocacion reciproca D) IRVA + 1RA correspondiente a una
delecion intersticial E) F) G) IRVA + 1A/ 1R / 1 V correspondientes a reordenamientos con
un mecanismo sin determinar.
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En la correlacion entre los PCP méas importantes con los resultados del
mecanismo de fusion de TMPRSS2-ERG se ha eliminado el patréon reordenamiento
sin determinar, con lo que los casos positivos son debidos al patron Break o
delecion intersticial. So6lo la presencia de infiltracion perineural presenta una
relacion directa con la presencia de TMPRSS2-ERG por translocacion reciproca.
Tabla 26 y figura 30.

Tabla 26: correlacion entre el mecanismo de reordenamiento TMPRSS2-ERG y los PCP *.

Parametros TMPRSS2-ERG Break Delecion P
negativo intersticial
PSA inicial
<10 ng/ml 51 (59%) 46 (54,8%) 16 (72,7%)
10-20 ng/ml 25(29,1%) | 24(28,6%) | 3(13.6%) | %
>20 ng/ml 10 (11,6%) 14 (16,6%) 3 (13,6%)

Score de Gleason

2-6 35 (40,7%) 32 (38,1%) 25 (41%)
7 37 (43%) 45 (53,6%) 32 (52,4%) 0,353
8-10 14 (16,3%) 7 (8,3%) 4 (6,5%)
cT (estadio clinico)
<cT2c 78 (90,7%) 77 (91,6%) 22 (100%) 0,399
>cT3a 8(9,5%) 7 (8,3%) 0 (0%)
pT (estadio
patolégico) 41 (47,7%) 38 (45,2%) 12 (54,5%)
Organoconfinado 45 (52,3%) 46 (54,8%) 10 (45,5%) 0,737
Extraprostatico
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Tabla 26 (cont.): correlacion entre el mecanismo de reordenamiento 7TMPRSS2-ERG y los
PCP *.

Parametros TMPRSS2-ERG Break Delecion p
negativo intersticial
PIN
Negativo 64 (82%) 66 (84,6%) 17 (81%) 0,949
Positivo 14 (18%) 13 (16,4%) 4 (19%)

Infiltracién perineural
Negativos 49 (57%) 30 (36%) 11 (50%) 0,02
Positivos 37 (43%) 54 (64%) 11 (50%)

Progresion bioquimica

Negativo 57 (66,3%) 47 (55,9%) 13 (59,1%) 0,379

Positivo 29 (33,7%) 37 (44,1%) 9 (40,9%)
Progresion

Negativo 69 (80,2%) 62 (73,8%) 17 (77,3%) 0,609

Positivo 17 (19,8%) 22 (26,2%) 5(22,7%)

*La afectacion ganglionar (N) se elimind del anélisis debido al pequefio namero (12) de
casos validos.
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Infiltracion perineural negativo
l Infiltracién perineural positivo

Figura 30: relacion de la presencia del mecanismo de reordenamiento de TMPRSS2-ERG
con la infiltracion perineural (p=0,02).

4.1.4.- Comparacion entre las técnicas de hibridacion in situ
fluorescente (FISH) y RT-PCR.

Otro aspecto interesante es la comparacion entre las dos técnicas
empleadas en este trabajo para la deteccion de TMPRSS2-ERG. La técnica del
FISH esta considerada como el estandar en la deteccion de genes reordenados
debido a su sensibilidad y especificidad, a que preserva la arquitectura tisular y a
que al analizar el ADN genomico no depende de la expresion del gen de fusion.
También se ha empleado la RT-PCR en la deteccion de estos genes, que presenta
otras ventajas como su rapidez y una mayor objetividad en su interpretacion,
aunque por otro lado esta ultima técnica es mas sensible a la contaminacion
cruzada. En la siguiente tabla de contingencia se presenta la comparacion de los
resultados obtenidos por ambas técnicas (tabla 27).
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Tabla 27: tabla de contingencia relacionando los resultados de la deteccion de TMPRSS2-
ERG por RT-PCR y por FISH.

FISH p
Negativo Positivo
RT-PCR
Positivo 19 (19,2%) 81 (81%)

La RT-PCR tiene una sensibilidad del 81 %, una especificidad del 87 % un
Valor Predictivo Positivo (VPP) del 86 % y un Valor Predictivo Negativo (VPN)
del 82 % con respecto a la técnica de FISH. Considerando a FISH como la técnica
de referencia, obtendriamos la misma tasa (19%) de falsos positivos y falsos
negativos para la determinacion de RT-PCR de la fusion.

Dado que el valor de concordancia (81%) es directo y significativo, en
adelante para los analisis se consideraran portadores del reordenamiento TMPRSS2-
ERG a todos los casos positivos para el gen de fusion por RT-PCR, por FISH o por
ambas técnicas. Asi, en la serie retrospectiva identificamos 164 (52,2%) casos
positivos. En la tabla 28 figuran las relaciones entre la presencia del gen de fusion
TMPRSS2-ERG siguiendo este criterio reunificado con los PCP mas relevantes en el
CaP. Estos analisis muestran que el unico PCP que se asocia con la presencia del
gen de fusion es la infiltracion perineural, de modo que aproximadamente el 55%
de los casos portadores del gen de fusion presentan infiltracion perineural, frente al
43% de los casos negativos para el gen de fusion (p=0,033; tabla 28 y figura. 31)
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Tabla 28: Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre los PCP, SLPB y SLP
y la presencia de gen de fusion detectado por FISH o RT-PCR*.

Parametros TMPRSS2-ERG TMPRSS2-ERG P
negativo positivo
PSA inicial
<10 ng/ml 90 (60%) 94 (57,3%)
10-20 ng/ml 38 (25,3%) 48 (29,3%) 0731
>20 ng/ml 22 (14,7%) 22 (13,4%) ’
Score de Gleason
2-6 63 (42%) 74 (45,1%)
7 65 (43,3%) 78 (47,6%) 0,111
8-10 22 (14,7%) 12 (7,3%)
cT (estadio clinico)
<cT2c 136 (90,7%) 155 (94,5%) 0.138
>cT3a 14 (9,3%) 9 (5,5%)
PT (estadio patolégico)
Organoconﬁnado 82 (54,7%) 85 (51,8%) 0348
Extraprostatico 68 (45,3%) 79 (48,2%)
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Tabla 28 (cont,): Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre los PCP, SLPB

y SLP y la presencia de gen de fusion detectado por FISH o RT-PCR*.

Parametros TMPRSS2-ERG TMPRSS2-ERG P
negativo positivo
PIN
Ausencia 111 (83,5%) 128 (84,2%) 0.495
Presencia 22 (16,5%) 24 (15,8%)
Infiltracion perineural
Negativos 83 (56,5%) 74 (45,4%) 0.033
Positivos 64 (43,5%) 89 (54,6%)
Progresion bioquimica
No progresan 87 (58%) 99 (60,4%) 0.378
Progresan 63 (42%) 65 (39,6%)
Progresion
No progresan 116 (77,3%) 88 (77,9%) 0411
Progresan 34 (22,7%) 25 (22,1%)

*La afectacion ganglionar (N) se elimind del andlisis debido al pequefio nimero de casos

validos (12).
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TMPRSS2-ERG negativo TMPRSS2-ERG positivo

Infiltracién perineural negativo
M Infiltracién perineural positivo

Figura 31: relacion de la presencia de TMPRSS2-ERG determinado por RT-PCR o por
FISH con la infiltracion perineural (p=0,033).

4.1.5.- Analisis de la expresion génica.

En las 314 muestras de esta serie, se analiz6 la expresion de los genes:
TMPRSS?2 (entre los exones 2 y 3y 7y 8), ERG (entre los exones 1 y 2y 9y 10),
ETVI (entre los exones 1 y 3 y entre 5y 6), ETV4 (entre los exones 10y 11 y entre
2y 3), PCA3 (DD3), HEPSIN, PAR-2, GSTP-1, AMACR y por ultimo Caveolina-1.
Los genes que estan analizados en dos puntos estan implicados en fusiones génicas
TMPRSS2-ETS, de modo que los casos reordenados deberian mostrar una expresion
diferencial en estos dos puntos. En la figura 32 se pueden ver los diagramas en cajas
con los Ct obtenidos en el analisis de expresion de los genes, lo que da una idea de
la dispersion de los datos adquiridos. Los valores de la expresion de estos genes se
han normalizado y cuantificado con el método 2 2*“" (seccion 4.3.10 Material y
M¢étodos) y se han categorizado como menores que la mediana de expresion
(infraexpresion) y mayores o iguales que la mediana (sobreexpresion) (Tabla 29).
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Figura 32: diagrama en cajas que representa Ct media para los distintos genes analizados y
en el que se muestra la dispersion de los datos obtenidos Los circulos negros representan el
valor medio de Ct de cada uno de los genes, mientras que la barra horizontal dentro de la
caja roja corresponde al valor mediano de Ct. La barra horizontal final de la parte superior e
inferior de cada caja indica los valores maximo y minimo de Ct. Los circulos blancos
representan valores de Ct outliers es decir los que superan 1,5 veces la distancia entre los
cuartiles primero y tercero. Los tridangulos invertidos sefialan los genes que presentan
valores outliers.
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Tabla 29: medianas de expresion de los 10 genes (14 sondas) estudiados en este trabajo
empleando como calibrador externo RNA de la poblacion de prostatas normales.

Parametro

Mediana de expresion (minimo- maximo)

TMPRSS?2 exon 2,3

2,002 (0,0005-62,68)

TMPRSS?2 ex6n 7,8

2,34 (5,69%10°-22,94)

ERG exo6n 1,2

0,247 (0,02-19,92)

ERG ex6n 9,10

1,791 (0,011-151,51)

ETVI ex6n 1-3

0,646 (0,014-143763,04)

ETVI exon 5,6

0,316 (0,003-34,29)

ETV4 ex6n 2,3

0,445 (0,004-1593,88)

ETV4 ex6n 10,11

0,433 (0,001-29,65)

PCA3 43,411 (0,091-1209,33)
HEPSIN 4,97 (0,01-544,95)
PAR-2 0,636 (0,018-544,95)
GSTP-1 0,361 (0,0003-84,44)
AMACR 3,237 (0,005-572,05)
Cav-1 0,612 (0,002-13,44)
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En el analisis de la relacion entre la presencia del gen de fusion y la
expresion de estos genes obtenemos los siguientes resultados. (Tabla 30).

Tabla 30: Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre la expresion de los
genes estudiados y la presencia de TMPRSS2-ERG.

Parametros TMPRSS2-ERG TMPRSS2-ERG p
negativo positivo

TMPRSS?2 ex6n 2,3
< mediana 81 (49,3%) 73 (50,7%) 0,455
> mediana 83 (50,6%) 71 (49,4%)

TMPRSS?2 exén 7,8
< mediana 84 (50%) 73 (50,3%) 0,521
> mediana 84 (50%) 72 (49,7%)

ERG exo6n 1,2
< mediana 60 (56,1%) 45 (43,7%) 0,049
> mediana 47 (43,9%) 58 (56,3%)

ERG exo6n 9,10
< mediana 59 (71,1%) 42 (35,3%) < 0,001
> mediana 24 (28,9%) 77 (64,7%)

ETVI ex6n 1-3
< mediana 72 (44,4%) 80 (55,9%) 0,029
> mediana 90 (55,6%) 63 (44,1%)

ETVI exo6n 5,6
< mediana 72 (46,1%) 76 (53,9%) 0,112
> mediana 84 (53,9%) 65 (46,1%)

ETV4 ex6n 2,3
< mediana 66 (51,2%) 63 (49,6%) 0,451
> mediana 63 (48,8%) 64 (50,4%)

ETV4 ex6n 10,11
< mediana 135 (88,8%) 132 (95,6%) 0,025
> mediana 17 (11,2%) 6 (4,4%)
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Tabla 30 (cont.): Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre la expresion de
los genes estudiados y la presencia de TMPRSS2-ERG.

Parametros TMPRSS2-ERG TMPRSS2-ERG p
negativo positivo

PCA3
< mediana 79 (50,6%) 68 (48,9%) 0,429
> mediana 77 (49,4%) 71 (51,1%)

HEPSIN
< mediana 91 (56,9%) 60 (42,2%) 0,008
> mediana 69 (43,1%) 82 (57,8%)

PAR-2
< mediana 69 (48,6%) 68 (51,5%) 0,358
> mediana 73 (51,4%) 64 (48,5%)

GSTP-1
< mediana 86 (53,7%) 65 (45,8%) 0,102
> mediana 74 (46,3%) 77 (54,2%)

AMACR
< mediana 85 (51,8%) 67 (47,2%) 0,243
> mediana 79 (48,2%) 75 (52,8%)

Cav-1
< mediana 84 (50%) 73 (50,3%) 0,521
> mediana 84 (50%) 72 (49,7%)

En la siguiente figura (33) aparecen representados los histogramas de las
relaciones significativas.
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Figura 33: Relaciones significativas entre la presencia del gen de fusion y la expresion de
A) los exones 1y 2 de ERG (p=0,049) B) los exones 9 y 10 de ERG (p<0,001) C) los exones
1y3deETVI (p=0,029) D) los exones 10 y 11 de ETV4 (p=0,025). E) HEPSIN. (p=0,008)

)

A la vista de estos resultados podemos extraer que aquellos casos con
presencia del gen de fusion se caracterizan por la sobrexpresion de ERG
(especialmente con sondas localizadas en la union de los exones 9 y 10). Un 65%
de los casos que presentan TMPRSS2-ERG sobreexpresan los exones 9 y 10 de ERG
frente a un 29% de sobreexpresion en los demas casos (p<0,001). HEPSIN muestra
un comportamiento similar (aproximadamente un 58% de los casos reordenados
muestran sobreexpresion frente a un 43% de los casos que no expresan el gen de
fusion p=0,008).

Por otro lado es caracteristica la infraexpresion de ETVI y ETV4 en los
casos portadores del gen de fusién. Concretamente un 44% de los casos
translocados sobreexpresan ETV] frente a un 56% de los casos no reordenados
(p=0,029). En el caso de ETV4 hay un sobreexpresion del 4% de los casos
reordenados frente al 11% de casos que no lo estan (p=0,025).

También se evidencian las relaciones entre el mecanismo de
reordenamiento y la expresion génica. Concretamente la sobreexpresion de los
TMPRSS2 (en su porcion proximal entre los exones 2 y 3) y de HEPSIN estan
relacionadas con la fusién con un patrén por Break, mientras que la infraexpresion
de Cav-1 correlaciona con delecion interstiticial. Tabla 31.
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Tabla 31: Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre la expresion de los
genes estudiados y el mecanismo de reordenamiento TMPRSS2-ERG.

TMPRSS2- TMPRSS2-ERG | TMPRSS2-ERG
ERG negativo Break delecion P
TMPRSS?2
exo6n 2,3 46 (55,4%) 29 (34,9%) 12 (54,5%) 0,021
< mediana 37 (44,6%) 54 (65,1%) 10 (45,5%)
> mediana
HEPSIN
< mediana 43 (54,4%) 27 (32,5%) 9 (42,9%) 0,019
> mediana 36 (45,6%) 56 (67,5%) 12 (57,1%)
Cav-1
< mediana 35 (41,2%) 51 (60,7%) 11 (50%) 0,04
> mediana 50 (58,8%) 33 (39,3%) 11 (50%)

En la figura 34 aparecen representadas estas relaciones significativas entre
el mecanismo de reordenamiento y la expresion de estos 3 genes.
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Figura 34: representacion mediante graficos de barras de las relaciones significativas entre
la expresion de los genes estudiados y el mecanismo de reordenamiento TMPRSS2-ERG. A)

exones 2 y 3 de TMPRSS2 (p=0,021) B) HEPSIN (p=0,019) C) Cav-1 (p=0,04).
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4.1.5.1.- Asociacion de la expresion génica con los parametros
clinicopatologicos.

Para el analisis de la relacion entre los PCP y la expresion de los genes se

usa el test estadistico de Chi cuadrado para comparar variables categoricas y las
correlaciones se miden con la prueba de Spearman.

4.1.5.1.1- Concentracion sérica de PSA en el diagnostico.

Las relaciones entre la concentracion sérica de PSA y la expresion de los
genes estudiados se esquematizan en la tabla 32 y la figura 35.

Tabla 32: test de chi cuadrado relacionando la concentracion sérica de PSA en el
diagnostico con la expresion de los genes estudiados.

Genes [PSA] [PSA] [PSA] p
<10 ng/ml 10-20 ng/ml > 20 ng/ml
TMPRSS?2 ex6n
2,3 91 (50,8%) 45 (52,9%) 18 (40,9%) 0,407
< mediana 88 (49,2%) 40 (47,1%) 26 (59,1%)
> mediana
TMPRSS?2 ex6n
7,8 96 (52,4%) 45 (52,3%) 16 (36,4%) 0,142
< mediana 87 (47,6%) 41 (47,7%) 28 (63,6%)
> mediana
ERG ex6n 1,2
< mediana 64 (51,6%) 27 (44,3%) 14 (50%) 0,524
> mediana 60 (48,4%) 34 (55,7%) 14 (50%)
ERG ex6n 9,10
< mediana 64 (63,4%) 23 (42,6%) 14 (50%) 0,423
> mediana 56 (36,6%) 31 (57,4%) 14 (50%)
ETVI ex6n 1-3
< mediana 84 (47,4%) 47 (55,3%) 21 (48,8%) 0,489
> mediana 93 (52,6%) 38 (44,7%) 22 (51,2%)
ETV1 exo6n 5,6
< mediana 77 (44,8%) 44 (53%) 27 (64,3%) 0,061
> mediana 95 (55,2%) 39 (47%) 15 (35,7%)
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Tabla 32 (cont.): test de chi cuadrado relacionando la concentracion sérica de PSA en el

diagndstico con la expresion de los genes estudiados.

Genes [PSA] [PSA] [PSA] p
<10 ng/ml 10-20 ng/ml > 20 ng/ml

ETV4 exon 2,3
< mediana 70 (47%) 41 (57%) 18 (51,4%) 0,378
> mediana 79 (53%) 31 (43%) 17 (48,6%)

ETV4 ex6n 10,11
< mediana 153 (90,5%) 78 (95,1%) 36 (92,3%) 0,450
> mediana 16 (9,5%) 4 (4,9%) 3 (7,7%)

PCA3
< mediana 97 (56,4%) 36 (44,4%) 14 (33,3%) 0,014
> mediana 75 (43,6%) 45 (55,6%) 28 (66,7%)

HEPSIN
< mediana 100 (56,2%) 36 (44%) 15 (35,7%) 0,025
> mediana 78 (43,8%) 46 (56%) 27 (64,3%)

PAR-2
< mediana 85 (52,8%) 39 (50,6%) 13 (36,1%) 0,193
> mediana 76 (47,2%) 38 (49,4%) 23 (63,9%)

GSTP-1
< mediana 86 (48%) 40 (49,4%) 25 (59,5%) 0,405
> mediana 93 (52%) 41 (50,6%) 17 (40,5%)

AMACR
< mediana 102 (57%) 34 (41%) 16 (36,4%) 0,009
> mediana 77 (43%) 49 (59%) 28 (63,6%)

Cav-1
< mediana 83 (45,1%) 51 (60%) 23 (52,2%) 0,049
> mediana 101 (54,9%) 34 (40%) 21 (41,8%)
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Estos resultados ponen de manifiesto la relacion directa entre los niveles
séricos de PSA y la sobreexpresion de los genes: PCA3, HEPSIN y AMACR, De
hecho, un 67% de los casos que expresen PCA3 tienen una concentracion inicial de
PSA > 20 ng/ml frente a un 56% y un 44% caracteristicos de casos con una
concentracion menor de PSA seglin los intervalos propuestos respectivamente
(p=0,014). En el caso de HEPSIN un 64% de los casos con concentracion de PSA>
20 ng/ml lo sobreexpresan frente a un 56% y un 44% de sobreexpresion para
concentraciones menores de PSA (p=0,025). Un 64% de casos sobreexpresan
AMACR con PSA > 20 ng/ml frente a un 59% y un 43% para menores
concentraciones de PSA (p=0,009).

Asimismo, una infraexpresion de Cav-/ caracteriza a los casos con niveles
séricos de PSA mas elevados. Con un 42% de los casos sobrexpresando este gen en
este grupo frente a un 40% y un 50% para casos con una concentracion de PSA de
entre 10-20 ng/ml y <10 ng/ml respectivamente (p=0,049) Tabla 32 y la Figura 35
muestra los histogramas de estas 3 relaciones estadisticamente significativas.
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Figura 35: representacion mediante graficos de barras de las relaciones significativas entre
la expresion de los genes estudiados y la concentracion sérica inicial de PSA. A) PCA3
(p=0,014) B) HEPSIN (p=0,025). C) AMACR (p=0,009) D) Cav-1 (p=0,049).
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4.1.5.1.2- Estadio de Gleason.

En la siguiente tabla se reflejan los resultados obtenidos en el test de chi
cuadrado buscando poner de manifiesto las relaciones estadisticamente
significativas entre el estadio de Gleason y la expresion de los 10 genes estudiados.

Tabla 33: test de chi cuadrado relacionando el score de Gleason con la expresion de los
genes estudiados.

Genes Gleason 2-6 Gleason 7 Gleason 8-10 p

TMPRSS?2 ex6n

2,3 66 (49,6%) 69 (49,3%) 19 (55,8%) 0,763
< mediana 67 (50,4%) 71 (50,7%) 15 (44,2%)
> mediana

TMPRSS?2 ex6n

7,8 67 (49,3%) 73 (51%) 17 (50%) 0,956
< mediana 69 (50,7%) 70 (49%) 17 (50%)
> mediana

ERG exon 1,2
< mediana 49 (49,5%) 46 (50,5%) 10 (50%) 0,990
> mediana 50 (50,5%) 45 (49,5%) 10 (50%)

ERG exo6n 9,10
< mediana 51 (52,6%) 43 (48,3%) 7 (46,6%) 0,778
> mediana 46 (47,4%) 47 (51,7%) 8 (53,4%)

ETVI ex6n 1-3
< mediana 62 (47,7%) 74 (45,7%) 16 (48,4%) 0,757
> mediana 68 (52,3%) 68 (54,3%) 17 (51,6%)

ETV1 exon 5,6
< mediana 60 (47,2%) 71 (51,1%) 17 (54,9%) 0,692
> mediana 67 (52,8%) 68 (48,9%) 14 (45,1%)

ETV4 exon 2,3
< mediana 55 (47%) 59 (52,2%) 15 (57,7%) 0,538
> mediana 62 (53%) 54 (47,8%) 11 (42,3%)

ETV4 exon 10,11
< mediana 113 (90,4%) 125 (92,6%) | 29 (96,6%) 0,498
> mediana 12 (9,6%) 10 (7,4%) 1 (3,4%)
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Tabla 33 (cont.): test de chi cuadrado relacionando el score de Gleason con la expresion de
los genes estudiados.

Genes Gleason 2-6 Gleason 7 | Gleason 8-10 p
PCA3
< mediana 63 (48,8%) 62 (45,9%) | 22(70,9%) 0,04
> mediana 66 (51,2%) 73 (54,1%) 9 (29,1%)
HEPSIN
< mediana 79 (60,3%) 58 (41,7%) | 14 (43,7%) 0,007
> mediana 52 (39,7%) 81 (38,3%) | 18(56,3%)
PAR-2
< mediana 59 (48,3%) 63 (51,2%) | 15(51,7%) 0,887
> mediana 63 (51,7%) 60 (48,8%) | 14 (48,3%)
GSTP-1
< mediana 58 (44,6%) 68 (48,2%) | 15(46,9%) 0,177
> mediana 72 (55,4%) 73 (51,8%) | 17 (53,1%)
AMACR
< mediana 68 (51,9%) 68 (48,2%) | 16 (47%) 0,789
> mediana 63 (48,1%) 73 (51,8%) 18 (53%)
Cav-1
< mediana 58 (42,6%) 82 (57,3%) | 17 (50%) 0,049
> mediana 78 (57,4%) 61 (42,7%) | 17 (50%)

A la vista de estos resultados, es caracteristica una sobreexpresion de PCA3
en el Gleason 7 con una sobreexpresion del 54% de los casos en este grado frente a
la sobreexpresion del 51% y del 29% de los casos entre 2-6 y entre 8-10
respectivamente (p=0,04).

La expresion de HEPSIN esta directamente relacionada con el score de
Gleason con un 56% de sobreexpresion en los casos con un estadio entre 8 y 10
frente a un 40% y un 38% caracterisitcos en estadios inferiores (p=0,007).

Por otro lado, la expresion de Cav-1 esta inversamente relacionada con este

score, un 57% de los casos con estadios de Gleason entre 2 y 6 sobreexpresa este
gen frente a un 43% y 50% de sobreexpresion caracteristicos de estadios superiores
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(p=0,049). En la figura 36 muestran los histogramas de estas relaciones
estadisticamente significativas.
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Figura 36: representacion mediante graficos de barras de las relaciones significativas entre

la expresion de los genes estudiados y el estadio de Gleason. A) PCA3 (p=0,04) B) HEPSIN
(p=0,07) C) Cav-1 (p=0,049).
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4.1.5.1.3- Estadio clinico.

En la tabla 34 estan resumidas las relaciones estadisticamente significativas

objetivadas entre el c¢T y las medianas de expresion génica.

Tabla 34: test de chi cuadrado relacionando el estadio clinico (cT) con la expresion de los

genes estudiados.

Genes <cT2c >cT3a p

TMPRSS?2 ex6n 2,3

< mediana 142 (49,8%) 12 (52,2%) 0.500

> mediana 143 (50,2%) 11 (47,8%) ’
TMPRSS?2 ex6n 7,8

< mediana 150 (51,7%) 7 (30,4%) 0.039

> mediana 140 (48,3%) 16 (69,6%) i
ERG exo6n 1,2

< mediana 98 (51%) 7 (38,9%) 0.230

> mediana 94 (49%) 11 (61,1%) ’
ERG exo6n 9,10

< mediana 98 (52,7%) 3 (18,7%) 0.008

> mediana 88 (47,3%) 13 (81,3%) >
ETVI ex6n 1-3

< mediana 140 (49,7%) 12 (52,2%) 0.493

> mediana 142 (50,3%) 11 (47,8%) ’
ETV1 exén 5,6

< mediana 137 (50%) 11 (47,8%) 0.507

> mediana 137 (50%) 12 (52,2%) ’
ETV4 ex6n 2,3

< mediana 117 (58,9%) 12 (70,6%) 0.069

> mediana 122 (41,1%) 5(69,4%) ’
ETV4 ex6n 10,11

< mediana 247 (91,8%) 20 (95,2%) 0.488

> mediana 22 (8,2%) 1 (4,8%) ’
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Tabla 34 (cont.): test de chi cuadrado relacionando el estadio clinico (cT) con la expresion
de los genes estudiados.

Genes <cT2a >cT3a p

PCA3

< mediana 136 (50%) 11 (47,8%) 0.507

> mediana 136 (50%) 12 (52,2%) ’
HEPSIN

< mediana 142 (50,9%) 9 (39,1%) 0.193

> mediana 137 (49,1%) 14 (60,9%) ’
PAR-2

< mediana 125 (49,4%) 12 (57,1%) 0.325

> mediana 128 (50,6%) 9 (42,9%) ’
GSTP-1

< mediana 137 (48,7%) 14 (66,6%) 0.087

> mediana 144 (51,3%) 7 (33,4%) ’
AMACR

< mediana 146 (51,6%) 6 (26,1%) 0.015

> mediana 137 (48,4%) 17 (73,9%) i
Cav-1

< mediana 144 (49,6%) 13 (56,5%) 0.339

> mediana 146 (50,4%) 10 (43,5%) ’

El analisis pone de manifiesto que los tumores prostaticos con un mayor
estadio clinico muestran sobreexpresion de las regiones distales de TMPRSS?2
(exones 7y 8) con un 70% de sobreexpresion en casos con estadio clinico mayor o
igual que 3, frente un 48% de sobreexpresion en ¢T inferiores (p=0,039).

El 81% de los casos con cT>3a sobreexpresan los exones 9 y 10 de ERG
frente al 47% de los casos con cT inferior que muestran una expresion superior a la
mediana (p=0,008). También hay una relacion directa entre la expresion de AMACR
y el c¢T, con un 74% de casos sobreexpresados con cT elevado frente un 48%
caracteristico de cT<2a (Figura 37).

154



RESULTADOS

A)

56
1,7
42 54
LT
28
14 18
0 0
<= cT2a »= cT3a <=cT2a == cT3a
Infraexpresién exones 7,8 TMPRSS2 Infraexpresién excnes 9,10 ERG
B Sobreexpresion exones 7,8 TMPRSS2 M Sobreexpresion exones 9,10 ERG

C) g -

1.6 e
26,1
I |

<=cT2a »=cT3a

Infraexpresion AMACR
B Sobreexpresion AMACR

Figura 37: representacion mediante graficos de barras de las relaciones significativas entre
la expresion de los genes estudiados y c¢T. A) TMPRSS2 ex 7,8 (p=0,039) B) ERG ex.

9,10 (p=0,008) C) AMACR (p=0,015).
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4.1.5.1.4- Estadio patologico.

A continuacion, en la tabla 35 aparecen los resultados del test de chi
cuadrado que relaciona el estadio patologico y los valores de expresion génica.

Tabla 35: test de chi cuadrado relacionando el estadio patoldgico (pT) con la expresion de
los genes estudiados.

Genes ()rganoconfinado Extraprostatico p
TMPRSS?2 exon 2,3
< mediana 78 (48,1%) 76 (52%) 0,284
> mediana 84 (51,9%) 70 (48%)
TMPRSS?2 exon 7,8
< mediana 88 (53%) 69 (46,9%) 0,169
> mediana 78 (47%) 78 (53,1%)
ERG exo6n 1,2
< mediana 57 (54,3%) 48 (45,7%) 0,135
> mediana 48 (45,7%) 57 (54,3%)
ERG exo6n 9,10
< mediana 62 (59,6%) 39 (39,8%) 0,004
> mediana 42 (40,4%) 59 (60,2%)
ETVI ex6n 1-3
< mediana 80 (50%) 72 (49,6%) 0,522
> mediana 80 (50%) 73 (50,4%)
ETVI exo6n 5,6
< mediana 84 (53,8%) 64 (45,4%) 0,09
> mediana 72 (46,2%) 77 (54,6%)
ETV4 ex6n 2,3
< mediana 67 (48,5%) 62 (52,5%) 0,305
> mediana 71 (51,5%) 56 (47,5%)
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Tabla 35 (cont.): test de chi cuadrado relacionando el estadio patoldgico (pT) con la
expresion de los genes estudiados.

Genes Organoconfinado Extraprostatico p
ETV4 exon 10,11
< mediana 144 (92,9%) 123 (91,1%) 0,364
> mediana 11 (7,1%) 12 (8,9%)
PCA3
< mediana 85 (54,5%) 62 (44,6%) 0,057
> mediana 71 (45,5%) 77 (55,4%)
HEPSIN
< mediana 95 (59%) 56 (39,7%) 0,001
> mediana 66 (41%) 85 (60,3%)
PAR-2
< mediana 74 (45,4%) 63 (48,1%) 0,314
> mediana 69 (54,6%) 68 (51,9%)
GSTP-1
< mediana 74 (46,5%) 77 (53,8%) 0,125
> mediana 85 (53,5%) 66 (46,2%)
AMACR
< mediana 94 (58%) 58 (40,3%) 0,001
> mediana 68 (42%) 86 (59,7%)
Cav-1
< mediana 74 (44,6%) 83 (56,5%) 0,023
> mediana 92 (55,4%) 64 (43,5%)

El 60% de los casos extraprostaticos sobreexpresan los exones 9 y 10 de
ERG frente al 40% de casos organoconfinados (p=0,001). La sobreexpresion de
HEPSIN puede observarse en un 60% de los casos extraprostaticos y en un 41% de
los organoconfinados (p=0,001) de la misma forma que AMACR presenta
sobreexpresion en el 60% de los casos extraprostaticos frente a un 40% de los casos
organoconfinados (p=0,001).
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Por el contrario esta relacion es inversa con la expresion de Cav-1, de modo
que un 55% de los casos organoconfinados muestran una expresion de este gen
superior a la mediana frente a un 43% de los casos extraprostaticos. (Figura 38).
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Figura 38: representacion mediante histogramas de las relaciones significativas entre la
expresion de los genes estudiados y pT. A) Exones 9, 10 de ERG (p=0,04) B) HEPSIN
(p=0,001) C) AMACR (p=0,001) D) Cav-1 (p=0,023).
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4.1.5.1.5- PIN.

A continuacién se encuentran tabulados los resultados de la relacion
estadistica entre los valores de expresion génica y la presencia de la lesion
precursora de CaP PIN. (Tabla 36).

Tabla 36: test de chi cuadrado relacionando la presencia de PIN con la expresion de los
genes estudiados.

Genes PIN ausente PIN presente p
TMPRSS?2 ex6n 2,3
< mediana 125 (53,4%) 17 (36,9%) 0,03
> mediana 109 (46,6%) 29 (60,1%)
TMPRSS?2 exén 7,8
< mediana 131 (55%) 19 (41,3%) 0,061
> mediana 107 (45%) 27 (39,7%)
ERG exo6n 1,2
< mediana 85 (51,5%) 11 (36,6%) 0,097
> mediana 80 (48,5%) 19 (63,4%)
ERG exo6n 9,10
< mediana 81 (50,6%) 16 (57,1%) 0,334
> mediana 79 (49,4%) 12 (42,9%)
ETVI ex6n 1-3
< mediana 120 (51,7%) 20 (45,4%) 0,275
> mediana 112 (48,3%) 24 (54,6%)
ETVI exo6n 5,6
< mediana 112 (49,7%) 21 (47,7%) 0,467
> mediana 113 (50,3%) 23 (52,3%)
ETV4 ex6n 2,3
< mediana 102 (53,7%) 17 (41,5%) 0,106
> mediana 88 (46,3%) 24 (58,5%)

159




RESULTADOS

Tabla 36 (cont.): test de chi cuadrado relacionando la presencia de PIN con la expresion de
los genes estudiados.

Genes PIN ausente PIN presente p
ETV4 ex6n 10,11
< mediana 201 (92,2%) 40 (90,9%) 0,483
> mediana 17 (7,8%) 4(9,1%)
DD3
< mediana 109 (48,2%) 23 (54,8%) 0,271
> mediana 117 (51,8%) 19 (45,2%)
HEPSIN
< mediana 110 (48%) 28 (63,6%) 0,041
> mediana 119 (52%) 16 (36,4%)
PAR-2
< mediana 106 (50,7%) 18 (43,9%) 0,266
> mediana 103 (49,3%) 23 (56,1%)
GSTP-1
< mediana 120 (52,4%) 17 (37,7%) 0,051
> mediana 109 (47,6%) 28 (62,3%)
AMACR
< mediana 111 (47,6%) 25 (56,8%) 0,170
> mediana 122 (52,4%) 19 (43,2%)
Cav-1
< mediana 123 (51,7%) 19 (41,3%) 0,130
> mediana 115 (48,3%) 27 (38,7%)

La sobreexpresion de la region proximal de TMPRSS2 (exones 1,2) esta
relacionada con la presencia de la lesion PIN con un 60% de los casos
sobreexpresando el gen frente a un 46% de los casos que no portan PIN. Por otro
lado, el gen HEPSIN se comporta de forma inversa con una sobreexpresion del 52%
de los casos que presentan la lesion PIN (p=0,041). (Figura 39).

160



RESULTADOS

63,6
60,1
58 58
4 5210
66 a7 0 a7
36,9 35 36,4 35
23 23
12 12
0 0
PIN ausente PIN presente PIN ausente PIN presente
Infraexpresién exones 2,3 TMPRSS2 Infraexpresién HEPSIN
[l Sobreexpresion exones 2,3 TMPRSS2 Il Sobreexpresion HEPSIN

Figura 39: representacion mediante histogramas de las relaciones significativas entre la
expresion de los genes estudiados y PIN. A) TMPRSS2 exon 2, 3 (p=0,03) B) HEPSIN
(p=0,041).
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4.1.5.1.6- Infiltracion perineural.

En la siguiente tabla y figura se resumen las relaciones significativas
relacionando la presencia de infiltracion perineural con los datos de expresion
génica. (Tabla 37 y en la figura 40).

Tabla 37: test de chi cuadrado con tablas cruzadas relacionando la presencia de infiltracion
perineural con la expresion de los genes estudiados.

Genes Ausente Presente p

TMPRSS?2 exon 2,3
< mediana 68 (44,7%) 84 (55,3%) 0,043
> mediana 84 (55,3%) 68 (44,7%)

TMPRSS?2 exon 7,8
< mediana 72 (46,1%) 83 (54,2%) 0,095
> mediana 84 (53,9%) 70 (45,8%)

ERG exo6n 1,2
< mediana 46 (46,9%) 58 (53,7%) 0,203
> mediana 52 (53,1%) 50 (46,3%)

ERG ex6n 9,10
< mediana 52 (55,3%) 47 (44,8%) 0,089
> mediana 42 (44,7%) 58 (55,2%)

ETV1 ex6n 1-3
< mediana 70 (47%) 80 (65,6%) 0,193
> mediana 79 (53%) 72 (44,4%)

ETVI exo6n 5,6
< mediana 71 (49,3%) 74 (49,6%) 0,522
> mediana 73 (50,7%) 75 (50,4%)

ETV4 exon 2,3
< mediana 53 (42,7%) 73 (57%) 0,016
> mediana 71 (57,3%) 55 (43%)

ETV4 ex6n 10,11
< mediana 127 (88,8%) 137 (95,1%) 0,039
> mediana 16 (11,2%) 7 (4,9%)
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Tabla 37 (cont.): test de chi cuadrado con tablas cruzadas relacionando la presencia de
infiltracion perineural con la expresion de los genes estudiados.

Genes Ausente Presente p
PCA3
< mediana 71 (48,6%) 74 (50,7%) 0,407
> mediana 75 (51,4%) 72 (49,3%)
HEPSIN
< mediana 81 (55,1%) 67 (44,4%) 0,041
> mediana 66 (44,9%) 84 (55,6%)
PAR-2
< mediana 57 (42,5%) 78 (56,9%) 0,012
> mediana 77 (57,5%) 59 (43,1%)
GSTP-1
< mediana 63 (43,1%) 84 (55,3%) 0,024
> mediana 83 (56,9%) 68 (44,7%)
AMACR
< mediana 73 (48,3%) 77 (49%) 0,365
> mediana 78 (51,7%) 74 (51%)
Cav-1
< mediana 75 (47,7%) 79 (52%) 0,266
> mediana 82 (52,3%) 73 (48%)

La presencia de infiltracion perineural en las muestras tumorales esta
relacionada con infraexpresion de la region proximal de TMPRSS2, donde un 55%
de los casos no infiltrados sobreexpresan los exones 2 y 3 de este gen, frente a un
45% de los casos infiltrados que muestran una expresion analoga (p=0,043).
También muestran este comportamiento los exones 2 y 3 de ETV4 con un 57% de
muestras sobreexpresadas carentes de infiltracion perineural frente a un 43% de
sobreexpresion en casos infiltrados (p=0,016). Los casos que sobreexpresan los
exones 10 y 11 de ETV4 también carecen de infiltracion perineural
mayoritariamente (11% frente a 5%; p=0,039). PAR-2 y GSTP-1 también muestran
esta relacion inversa estadisticamente significativa entre la infiltracion perineural y
su expresion; un 57% de los casos sobreexpresan cada uno de los genes sin
presentar infiltracion perineural frente a un 43% y un 45% respectivamente que
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sobreexpresan ambos genes y ademas estan infiltrados (p=0,012 y p=0,024
respectivamente).

En el polo contrario se situa la expresion de HEPSIN cuya sobreexpresion
en 56% de los casos con infiltracion que contrasta con el 45% de los casos que
sobreexpresan el mismo gen no presentando, ademads, infiltracién perineural
(p=0,041).
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Figura 40: representacion mediante histogramas de las relaciones significativas entre la
expresion de los genes estudiados y la presencia de infiltracion perineural. A) TMPRSS2
exon 2, 3 (p=0,043) B) ETV4 exon 2, 3 (p=0,016) C) ETV4 exon 10,11 (p=0,039) D)
HEPSIN (p=0,041) E) PAR-2 (p=0,012) F) GSTP-1 (p=0,024).
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4.1.6.- Analisis de la expresion proteica.

Los 314 CaP incluidos en esta serie se incluyeron en 19 TMAs sobre los que se
analiz6 la expresion de las proteinas PTEN, Ki67, Caveolina-1 (usando dos anticuerpos
distintos, uno de Santa Cruz y otro de BD), CD-99 y TPD52. En la tabla 38 se
describen las frecuencias de los parametros de expresion en esta serie, asi como el
numero de casos validos y de TMAs valorados.

En la figura 41 se pueden apreciar ejemplos de las tinciones THQ de los
marcadores proteicos estudiados en la presente tesis.
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Figura 41: Imagenes del analisis IHQ de las proteinas analizadas. A) Pérdida de expresion
de PTEN, en el estroma adyacente se aprecia la proteina con expresion conservada (200X)
B) Hiperexpresion de Ki67 (200X).C) Caso positivo con el ac SC Cav-1 (200X). D)
Elevada expresion proteica de Cav-1 con el ac BD (200X) E ) Expresion baja de CD-99
(400X). F) Elevada expresion proteica de CD99 (400X).
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Tabla 38: frecuencias de
estudiadas en este trabajo*

la expresion inmunohistoquimica de las 5 proteinas

Parametro n (%) Casos validos
PTEN
gjﬁi‘g‘(’)‘) 112 (51,4) 218
106 (48,6)
Ki67
gjﬁi‘fx" 195 (77.4) 252
57 (22,6)
Cav-1SC
Poskive. 7(2) 215
208 (96,8)
Cav-1 BD
pogatvo 174 (78,7) 21
47 (21,3)
CD-99
N o0
197 (91,2)
TPD52
Pockive. 3 (14) 218
215 (98,6)

* Las frecuencias se refieren al nimero de casos valorables.
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4.1.6.1 Asociacion de los parametros inmunohistoquimicos con la
presencia del gen de fusion TMPRSS2-ERG.

Tal y como se muestra en la tabla 39 no se aprecio ningln tipo de asociacion
entre la presencia del gen de fusion con las proteinas analizadas a nivel
inmunohistoquimico.

Tabla 39: Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre la expresion de las
proteinas estudiadas y la presencia de TMPRSS2-ERG.

TMPRSS2-ERG TMPRSS2-ERG p
negativo positivo

PTEN
Negativo 53 (52%) 59 (50,9%) 0,490
Positivo 49 (48%) 57 (49,1%)

Ki67
Negativo 94 (77%) 101 (77,7%) 0,511
Positivo 28 (23%) 29 (22,3%)

Cav-1SC
Negativo 3 (3%) 4 (3,5%) 0,567
Positivo 98 (97%) 110 (96,5%)

Cav-1 BD
Negativo 81 (77,1%) 93 (80,2%) 0,350
Positivo 24 (22,9%) 23 (19,8%)

CD-99
Negativo 11 (11,1%) 8 (6,8%) 0,194
Positivo 88 (88,9%) 109 (93,2%)

TPD52
Negativo 1(1,7%) 2 (1,7%) 0,566
Positivo 97 (99%) 115 (98,3%)

Cuando se analizd la correlacion entre el mecanismo de reordenamiento
TMPRSS2-ERG con la expresion inmunohistoquimica tampoco se puso de manifiesto

ninguna relacion estadisticamente significativa.
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4.1.6.2- Asociacion de la expresion proteica con los parametros
clinicopatologicos.

A continuacion se detallan el analisis por el test de chi cuadrado mediante
tablas de contingencia entre la expresion de las proteinas y los PCP. En el caso de la
Caveolina-1 se usaron dos ac distintos (uno de Santa Cruz y el otro de BD)

En las tablas 40 a 47 figuran las tablas de contingencia de la relacion entre los
PCP y la expresion de las proteinas estudiadas.

A nivel de PSA so6lo se aprecian diferencias estadisticamente significativas con
Cav-1 (ac SC) y TPDS52. En el caso de la Cav-1 se observa una disminucion de casos
positivos a medida que aumentan los niveles séricos de PSA (p<0,001). (Figura 44). En
el caso del TPD52 so6lo hay 3 casos negativos para este marcador, todos ellos con
niveles de PSA entre 10-20 ng/ml (p=0,03). (Tabla 40).

En la tabla 50, se aprecian asociaciones significativas de la progresion clinica
con la expresion de Cav-1 (ac SC) de modo que el 99% de los casos con positividad
para el ac SC de Cav-1 progresan frente al 91% que no lo hacen (p=0,016). Por otro
lado aprecia relacion de progresion clinica con la expresion de TPD52 mostrando esta
proteina positividad en el 95% de los casos que progresan frente a un 100% en el resto
(Tabla 47 y figura 42).
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Tabla 40: test de chi cuadrado con tablas cruzadas relacionando la concentracion inicial de

PSA con la expresion de las proteinas estudiadas.

Parametros analizados [PSA] [PSA] [PSA] p
<10 ng/ml 10-20 ng/ml > 20 ng/ml

PTEN
Negativo 68 (54,8%) 30 (50%) 14 (41,2%) 0,358
Positivo 56 (45,2%) 30 (50%) 20 (58,8%)

Ki67
Negativo 108 (76,6%) 57 (80,3%) 30 (75%) 0,771
Positivo 33 (23,4%) 14 (19,7%) 10 (25%)

Cav-1 SC
Negativo 1 (0,8%) 1 (1,6%) 5(14,3%) <0,001
Positivo 115 (99,2%) 63 (98,4%) 30 (85,7%)

Cav-1 BD
Negativo 96 (80%) 50 (78,1%) 28 (75,7%) 0,845
Positivo 24 (20%) 14 (21,9%) 9 (24,3%)

CD-99
Negativo 11 (9,6%) 5(7,7%) 3 (8,1%) 0,894
Positivo 103 (90,4%) 60 (92,3%) 34 (91,9%)

TPD52
Negativo 0 (0%) 3 (4,6%) 0 (0%) 0,03
Positivo 113 (100%) 62 (95,4%) 37 (100%)

172




RESULTADOS

100
83
67
50
33
17
0

Q,Qo ng/mi "20 ng/mi >2u ng/mi

Cav-1 SC negativa
[l Cav-1 SC positiva

Figura 43: histograma representativo de la relacion entre la expresion de Cav-1 y la
concentracion sérica de PSA.
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Tabla 41: test de chi cuadrado y estudio de asociacion relacionando el estadio de Gleason con

la expresion de las proteinas estudiadas.

Parametros analizados Estadio de Estadio de Estadio de p
Gleason 2-6 Gleason 7 Gleason 8-10

PTEN
Negativo 39 (45,3%) 63 (57,8%) 10 (43,5%) 0,163
Positivo 47 (54,7%) 46 (42,2%) 13 (56,5%)

Ki67
Negativo 73 (76,8%) 100 (78,1%) | 22 (75,8%) 0,954
Positivo 22 (23,3%) 28 (21,9%) | 7 (24,2%)

Cav-1SC
Negativo 1 (1%) 5 (5,4%) 1 (4,3%) 0,223
Positivo 98 (99%) 88 (94,6%) | 22 (95,7%)

Cav-1 BD
Negativo 82 (65,1%) 73 (44%) 19 (86,4%) 0,642
Positivo 24 (34,9%) 93 (66%) 3 (13,6%)

CD-99
Negativo 7 (6,9%) 10 (11%) 2 (8,7%) 0,628
Positivo 94 (93,1%) 82 (89%) 21 (91,3%)

TPD52
Negativo 1 (1%) 2 (3,2%) 0 (0%) 0.656
Positivo 99 (99%) 90 (96.8%) | 23 (100%)
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Tabla 42: test de chi cuadrado con tablas cruzadas relacionando el cT con la expresion de las

proteinas estudiadas.

Parametros analizados <cT2a >cT3a p

PTEN
Negativo 102 (50,7%) 10 (58,8%) 0,351
Positivo 99 (40,3%) 7 (41,2%)

Ki67
Negativo 180 (77,2%) 15 (78,9%) 0,563
Positivo 53 (22,8%) 4 (21,1%)

Cav-1SC
Negativo 7 (3,5%) 0 (0%) 0,598
Positivo 193 (96,5%) 15 (100%)

Cav-1 BD
Negativo 164 (80%) 10 (62,5%) 0,096
Positivo 41 (20%) 6 (37,5%)

CD-99
Negativo 18 (89,5%) 1 (6,6%) 0,612
Positivo 183 (10,5%) 14 (93,4%)

TPD52
Negativo 3 (1,5%) 0 (0%) 0,804
Positivo 197 (98,5%) 15 (100%)
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Tabla 43: test de chi cuadrado con tablas cruzadas relacionando el pT con la expresion de las

proteinas estudiadas.

Parametros analizados Organoconfinado Extraprostatico p

PTEN
Negativo 59 (54,1%) 53 (48,6%) 0,249
Positivo 50 (45,9%) 56 (51,4%)

Ki67
Negativo 100 (80,6%) 95 (74,2%) 0,143
Positivo 24 (19,4%) 33 (25,8%)

Cav-1SC
Negativo 1 (0,9%) 6 (5,6%) 0,061
Positivo 106 (99,1%) 102 (94,4%)

Cav-1 BD
Negativo 91 (82%) 83 (75,5%) 0,154
Positivo 20 (18%) 27 (24,5%)

CD-99
Negativo 8 (7,3%) 11(10,3%) 0,301
Positivo 101 (92,7%) 96 (89,7%)

TPD52
Negativo 1 (0,9%) 2 (1,9%) 0,489
Positivo 108 (99,1%) 104 (98,1%)
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Tabla 44: test de chi cuadrado con tablas cruzadas relacionando la presencia de la lesion

precursora PIN con la expresion de las proteinas estudiadas.

Parametros analizados Ausente Presente P

PTEN
Negativo 93 (54,7%) 14 (45,2%) 0,216
Positivo 77 (45,3%) 17 (54,8%)

Ki67
Negativo 152 (77,6%) 24 (72,7%) 0,341
Positivo 44 (22,4%) 9 (27,3%)

Cav-1SC
Negativo 6 (3,9%) 0 (0%) 0,309
Positivo 149 (96,1%) 33 (100%)

Cav-1 BD
Negativo 128 (80%) 29 (85,3%) 0,328
Positivo 32 (20%) 5(14,7%)

CD-99
Negativo 10 (6,4%) 5 (15,2%) 0,096
Positivo 146 (93,6%) 28 (84,8%)

TPD52
Negativo 2(1,3%) 0 (0%) 0,679
Positivo 153 (98,7%) 33 (100%)
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Tabla 45: test de chi cuadrado con tablas cruzadas relacionando la presencia de infiltracion

perineural con la expresion de las proteinas estudiadas.

Parametros analizados Ausente Presente

PTEN
Negativo 46 (48,4%) 63 (52,5%) 0,324
Positivo 49 (51,6%) 57 (47,5%)

Ki67
Negativo 85 (75,9%) 108 (78,8%) 0,344
Positivo 27 (24,1%) 29 (21,2%)

Cav-1 SC
Negativo 3 (2,4%) 4 (4,4%) 0,338
Positivo 120 (97,6%) 87 (93,6%)

Cav-1 BD
Negativo 97 (77,6%) 74 (79,6%) 0,429
Positivo 28 (22,4%) 19 (19,4%)

CD-99
Negativo 10 (8,2%) 9 (9,9%) 0,423
Positivo 112 (91,8%) 82 (90,1%)

TPD52
Negativo 2 (1,6%) 1 (1,1%) 0,613
Positivo 120 (98,4%) 89 (98,9%)
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Tabla 46: test de chi cuadrado con tablas cruzadas relacionando la presencia de progresion
bioquimica con la expresion de las proteinas estudiadas.

Parametros analizados No progresan Progresan

PTEN
Negativo 68 (54,4%) 44 (47,3%) 0,184
Positivo 57 (45,6%) 49 (52,7%)

Ki67
Negativo 113 (79,6%) 82 (74,5%) 0,213
Positivo 29 (81,4%) 28 (25,5%)

Cav-1SC
Negativo 2 (1,7%) 5(5,1%) 0,150
Positivo 116 (98,3%) 92 (94,9%)

Cav-1 BD
Negativo 97 (79,5%) 77 (77,7%) 0,440
Positivo 25 (20,5%) 22 (22,3%)

CD-99
Negativo 10 (8,5%) 9 (9,2%) 0,521
Positivo 108 (91,5%) 89 (90,8%)

TPDS2
Negativo 1 (0,8%) 2 (2%) 0,434
Positivo 116 (99,2%) 96 (98%)
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Tabla 47: test de chi cuadrado con tablas cruzadas relacionando la presencia de progresion con

la expresion de las proteinas estudiadas.

Parametros analizados No progresan Progresan

PTEN
Negativo 83 (50,3%) 29 (54,7%) 0,344
Positivo 82 (49,7%) 24 (45,3%)

Ki67
Negativo 148 (78,7%) 47 (73,4%) 0,240
Positivo 40 (21,3%) 17 (26,6%)

Cav-1SC
Negativo 2 (1,3%) 5 (8,6%) 0,016
Positivo 155 (98,7%) 53 (91,4%)

Cav-1 BD
Negativo 126 (77,7%) 48 (81,3%) 0,354
Positivo 36 (22,3%) 11 (18,7%)

CD-99
Negativo 14 (8,9%) 5(17,5%) 0,598
Positivo 144 (91,1%) 53 (82,5%)

TPDS2
Negativo 0 (0%) 3 (5,2%) 0,019
Positivo 157 (100%) 55 (94,8%)

En la siguiente figura (45) aparecen los histogramas representando las
relaciones estadisticamente significativas entre la presencia de progresion clinica en el
diagnéstico y la expresion de Cav-1, con el ac de SC, y TPDS52.
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Figura 44: representacion mediante histogramas de las relaciones significativas entre la
expresion de las proteinas y la progresion. A) Cav-1 SC B) TPD52.

181



RESULTADOS

4.1.7.- Patron de la expresion génica.

A continuacion se exponen los resultados del analisis por clusters
no supervisados de la expresion de los 10 genes analizados. A fin de
estudiar posibles implicaciones prondsticas se relacionan los perfiles de
expresion obtenidos con los PCP.

Los resultados de este andlisis dividen nuestra poblacion en 3
grupos segun la expresion de los genes estudiados (Tabla 48 y figura
45).

Tabla 48: frecuencias de los grupos de expresion obtenidos por analisis de clusters no
supervisados.

Numero de casos %
Grupo 1 37 11,4
Grupo 2 191 59,1
Grupo 3 95 29,4

El grupo 1 engloba 37 casos. En este grupo se encuentran todos los
casos de tejido prostatico normal usados como grupo calibrador en el analisis
de expresion. También contiene 8 (32%) casos portadores de TMPRSS2-ERG.
Todos los CaP tienen un estadio clinico menor o igual de 2a, 10 casos (41,7%)
presentan localizacion extraprostatica y 10 (41,7%) presentan infiltrados
perineurales. En cuanto a la expresion génica caracteristica; este grupo muestra
sobreexpresado todo el gen TMPRSS2 y GSTP-1.

El segundo grupo es el mas numeroso con 191 casos, de los que 83
(43,7%) tienen el reordenamiento TMPRSS2-ERG, Nueve (4,7%) presentan un
cT > 3a, y en cuanto a la extension extraprostatica 78 (44,1%) la presentan. Por
ultimo, 84 (44,9%) tienen infiltracion perineural. Los genes TMPRSS2,
AMACR, PCA3 y HEPSIN muestran una notable sobreexpresion dentro de este
cluster.
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Por ultimo, el tercer grupo comprende 95 casos, de los que 71 (76,3%)
portan el gen de fusion. Trece (14%) presentan un cT > 3a, 57 (61,3%) tienen
extension extraprostatica y otros 57 (61,3%) infiltracion perineural. La
caracteristica mas apreciable en la expresion de los genes de este grupo es la
sobreregulacion de TMPRSS?2, AMACR y HEPSIN.
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Figura 45: Heat map correspondiente al analisis por clusters no supervisados de las 309 muestras de la serie retrospectiva (9 muestras eliminadas
por no ser validas para el analisis).
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En la siguiente tabla se detallan las relaciones de los grupos segun los

patrones de expresion y los PCP.

Tabla 49: relacion entre los grupos de expresion y los PCP para la serie global *

PCP Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 p
PSA inicial
<10 ng/ml 18 (72%) 110 (57,9%) 53 (57%)
10-20 ng/ml 6 (24%) 50 (26,3%) 27 (29%) 0,519
>20 ng/ml 1 (4%) 30 (15,8%) 13 (14%)
Score de Gleason
2-6 14 (56%) 79 (41,6%) 133 (43,2%)
7 8 (32%) 89 (46,8%) 142 (46,1%) 0,587
8-10 3 (12%) 22 (11,6%) 33 (10,7%)
cT (estadio clinico)
<cT2c 25 (100%) 181 (95,3%) 80 (86%) 0,006
>cT3a 0 (0%) 9 (4,7%) 13 (14%)
pT (estadio
patolégico) 16 (64%) 112 (58,9%) 36 (38,7%)
9 (36%) 78 (41,1%) 57 (61,3%) 0,003
Organoconfinado
Extraprostatico
PIN
Ausencia 19 (82,6%) 143 (82,7%) 72 (86,7%) 0,697
Presencia 4 (17,4%) 30 (17,3%) 11 (13,3%)
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Tabla 49 (cont.): relacion entre los grupos de expresion y los PCP para la serie global *

PCP Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 p
Infiltracion
perineural 14 (58,3%) 103 (55,1%) 36 (38,7%)
Negativos 10 (41,7%) | 84 (44,9%) 57 (61,3%) 0,026
Positivos
TMPRSS2-ERG
Negativos 17 (68%) 107 (56,3%) 22 (23,7%) <0,001
Positivos 8 (32%) 83 (43,7%) 71 (76,3%)
Progresion
bioquimica 14 (55,6%) 118 (62,1%) 50 (53,8%)
No progresan 11 (44%) 72 (37,9%) 43 (46,2%) 0,386
Progresan
Progresion
No progresan 19 (76%) 150 (78,9%) 66 (71%) 0,333
Progresan 6 (24%) 40 (21,1%) 27 (29%)

*La afectacion ganglionar (N) se eliminé del analisis debido al pequefio niimero (12) de
casos validos.

En la siguiente figura (46) se pueden apreciar los histogramas de las
relaciones estadisticamente significativas entre los patrones de expresion y los
PCP.
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Figura 46: Graficos de barras correspondientes a la relacion entre los 3 grupos de expresion
de la serie global con A) el estadio clinico (cT) (p=0,006) B) el estadio patologico (pT)
(p=0,03) C) la presencia de infiltracion perineural (p=0,026) y D) la presencia de TMPRSS2-
ERG (p<0,001).
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4.1.8.- Analisis de supervivencia.

En este apartado se procede al andlisis univariante de
supervivencia usando el test log-rank (313, 314) de todos los parametros
analizados en este trabajo divididos en tres bloques el primero de ellos
comprende los PCP, en segundo lugar parametros de expresion génica y
finalmente los de expresion proteica. La supervivencia se aplicara sobre 3
grupos de pacientes:

A) serie global que incluye el total de casos,
B) casos no portadores del gen de fusion TMPRSS2-ERG
C) casos que presentan el reordenamiento TMPRSS2-ERG.

Los parametros que resulten estadisticamente significativos en este
analisis se introduciran en un analisis de supervivencia multivariante por
regresion de Cox (315).

Para ambos andlisis se tomaran 2 puntos finales;
A: el intervalo libre de progresion bioquimica (ILPB).

B: el intervalo libre de progresion clinica (ILP).

4.1.8.1.- Analisis univariante respecto al Intervalo Libre de
Progresion Bioquimica.

Los resultados del analisis de supervivencia univariante respecto a los
PCP, la expresion génica y la expresion proteica se pueden observar en las 50, 51
y 52 respectivamente. En la figura 47 se pueden observar las curvas de Kaplan-
Meier de los parametros estadisticamente significativos para dicho analisis.
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Tabla 50: resultados del test log-rank respecto al ILPB de los PCP en los 3 grupos de casos, la serie global, los que no portan TMPRSS2-ERG vy los casos con el reordenamiento
TMPRSS2-ERG.

Serie global TMPRSS2-ERG - TMPRSS2-ERG +
Parametros n Eventos %ILPB p n Eventos %ILPB p n Eventos | %ILPB p
PSA
< 10ng/ml 184 55 57 90 29 57 94 26 56
10-20 ng/ml 86 43 40 <0001 1 3¢ 19 35 <0001 | 44 24 43 <0,001
>20ng/ml 44 30 22 22 15 19 22 15 22
Estadio de Gleason
2-6 137 38 65 63 18 63 74 20 68
7 143 65 38 <0.001 1 65 30 44 | <0001 1o 35 3 | <o0t
8-10 34 25 0 22 15 0 12 10 17
cT
<cT2c 291 111 51 136 52 52 155 59 49
>cT3a 23 17 15 <0001}y 11 0 <0001 6 33 0,028
pT
Organoconﬁnado 167 48 62 <0,001 82 26 56 <0,001 85 22 73 0,001
Extraprostatico 147 80 35 68 37 38 79 43 32
PIN
Ausente 239 101 48 0,083 111 48 46 0,374 128 53 51 0,124
Presente 46 13 63 22 7 62 24 6 70
Infiltracion perineural
Ausente 157 48 54 <0,001 83 24 58 <0,001 74 24 46 0,038
Presente 153 77 44 64 37 34 89 40 50
TMPRSS2-ERG
Ausente 150 63 47 0,548
Presente 164 65 49 - - - - - - - -
Mecanismo reordenamiento
Negativo 86 29 56 14 3 79
Translocacion reciproca 84 37 38 0,437 - - - - 74 31 34 0,647
Delecion 22 9 36 19 8 47




Tabla 51: resultados del test log-rank respecto al ILPB de los parametros de expresion génica en los 3 grupos de casos, la serie global, los que no

portan TMPRSS2-ERG vy los casos con el reordenamiento TMPRSS2-ERG.

Serie global TMPRSS2-ERG - TMPRSS2-ERG +
Pardametros n Eventos | %ILPB p n Eventos | %ILPB p n Eventos | %ILPB p

TMPRSS? exon 2,3
Infraexpresion 154 70 46 0,211 75 38 37 0,126 79 32 56 0,826
Sobreexpresion 154 58 46 70 25 54 84 33 27

TMPRSS?2 exon 7,8
Infraexpresion 157 60 55 0,441 75 31 49 0,766 82 29 63 0,432
Sobreexpresion 156 68 41 74 32 44 82 36 34

ERG exo6n 1,2
Infraexpresion 105 44 50 0,573 52 24 45 0,864 53 20 57 0,485
Sobreexpresion 105 37 42 42 18 36 63 19 45

ERG ex6n 9,10
Infraexpresion 101 41 52 0,996 52 24 46 0,654 47 17 60 0,811
Sobreexpresion 101 41 47 24 11 44 80 30 47

ETVI exon 1,3
Infraexpresion 152 58 44 0,479 67 27 19 0,831 85 31 57 0,476
Sobreexpresion 153 67 48 77 34 52 76 33 27

ETV1 exo6n 5,6
Infraexpresion 148 63 41 0,490 65 30 21 0,512 83 33 51 0,687
Sobreexpresion 149 59 51 72 29 53 77 30 40

ETV4 ex6n 2,3
Infraexpresion 129 58 48 0,09 60 33 36 0,014 69 25 60 0,907
Sobreexpresion 127 43 47 55 16 58 72 27 36

ETV4 exon 10,11
Infraexpresion 267 111 47 0,284 | 118 53 40 0,211 | 149 58 56 0,747
Sobreexpresion 23 8 46 16 5 67 7 3 0




Tabla 51 (cont.): resultados del test log-rank respecto al ILPB de los parametros de expresion génica en los 3 grupos de casos, la serie global, los que no portan
TMPRSS2-ERG y los casos con el reordenamiento TMPRSS2-ERG.

Serie global TMPRSS2-ERG - TMPRSS2-ERG +
Parametros n Eventos %ILPB p n Eventos %ILPB p n Eventos | %ILPB p
PCA3
Infraexpresion 147 57 49 0,772 70 28 42 0,789 | 77 29 57 0,916
Sobreexpresion 148 64 46 68 31 47 80 33 41
HEPSIN
Infraexpresion 151 53 61 0,061 81 29 58 0,081 70 24 65 0,280
Sobreexpresion 151 71 36 60 31 28 91 40 42
PAR-2
Infraexpresion 137 58 44 0,455 59 28 39 0,271 | 78 30 53 0,964
Sobreexpresion 137 55 48 65 25 52 72 30 45
GSTP-1
Infraexpresion 151 73 43 0,005 76 36 41 0,125 | 75 37 45 0,014
Sobreexpresion 151 49 52 65 23 57 86 26 36
AMACR
Infraexpresion 152 54 52 0,087 72 28 45 0,491 80 26 60 0,092
Sobreexpresion 154 71 42 73 33 47 81 38 33
Cav-1
Infraexpresion 157 70 45 0,088 72 32 44 0,412 | 85 38 46 0,110
Sobreexpresion 156 57 51 77 30 48 79 27 55
Perfil de expresion
Grupo 1 25 11 56
Grupo 2 190 7 49 0,506 | . - - - - - - -
Grupo3 93 43 44




Tabla 52: resultados del test log-rango respecto al ILPB de los parametros de expresion proteica en los 3 grupos de casos, la serie global, los que no portan TMPRSS2-ERG y
los casos con el reordenamiento TMPRSS2-ERG.

Serie global TMPRSS2-ERG - TMPRSS2-ERG +
Parametros n Eventos %ILPB p n Eventos %ILPB p n Eventos | %ILPB p
PTEN
Negativo 112 44 42 0,528 53 20 58 0,376 59 24 32 0,899
Positivo 106 49 43 49 26 32 57 23 55
Ki67
Negativo 195 82 43 0,321 94 38 44 0,02 101 44 41 0,405
Positivo 57 28 41 28 18 22 29 10 57
Cav-1SC
Negativo 7 5 19 0,025 3 1 67 0,954 4 4 0 0,001
Positivo 208 92 45 98 49 41 110 43 46
Cav-1 BD
Negativo 174 77 43 0,791 81 38 41 0,772 | 93 39 44 0,490
Positivo 47 22 50 24 13 46 23 9 52
CD-99
Negativo 19 9 28 0,972 11 3 73 0,160 8 6 0 0,078
Positivo 197 89 45 88 46 37 109 43 59
TPD52
Negativo 3 2 0 0,261 1 0 - - 2 2 0 0,023
Positivo 212 96 43 97 49 40 115 47 45
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Figura: 47: Curvas de Kaplan-Meier -correspondientes al analisis de
supervivencia univariante respecto al ILPB A) Concentracion de PSA en el

diagnoéstico en la serie global; B) Estadio de Gleason en la serie global; C)
Infiltracion perineural en la serie global; D) Concentracion de PSA en casos
negativos para el gen de fusion;. E) c¢T en casos negativos para el gen de fusion;.
F) Infiltracion perineural en casos negativos para el gen de fusion
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Figura: 47 (cont.): Curvas de Kaplan-Meier correspondientes al analisis de
supervivencia univariante respecto al ILPB A) Concentracion de PSA en el
diagnoéstico en la serie global; B) Estadio de Gleason en la serie global; C)
Infiltracion perineural en la serie global;. D) Concentracion de PSA en casos
negativos para el gen de fusion;. E) c¢T en casos negativos para el gen de fusion;.
F) Infiltracion perineural en casos negativos para el gen de fusion
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4.1.8.2.- Analisis multivariante respecto al Intervalo Libre de
Progresion Bioquimica.

En la tabla 53 estin resumidos los resultados del analisis
multivariante por regresion de Cox de los parametros significativos
obtenidos del analisis univariante, al igual que en el test anterior se
consideran los datos globales y estratificados en casos segun presenten o
no TMPRSS2-ERG.

Tabla 53: resultados del analisis de supervivencia multivariante por regresion de
Cox de la serie completa y los casos negativos y positivos para el gen de fusion.

SERIE GLOBAL TMPRSS2-ERG - TMPRSS2-ERG +
HR IC 95% };IS(O}C HR IC 95%
(minimo- p =0 P (minimo- p
. (minimo- (.
maximo) (. maximo)
maximo)
Concentracion 2,89 (1,7- 3,65 (1,67- 5,26 (2,39-
inicial PSA 4,92) <0001 7,94) 0,001 11,63) <0,001
Estadio de 5,7 (3,02- ) 22,7 (7,52-
Gleason 10,87) <0,001 71,42) <0,001
2,28 (1,05-
cT - 4,93) 0,037 -
Infiltracion 1,91 (1,23- 4,05 (2,04-
perineural 2,95) 0,003 8) <0,001 )
Expresion 0,42 (0,22-
GSTP-1 ) ) 0,79) 0,007
Expresion 0,19 (0,04-
TPD52 ) ) 0,91) 0,038

Los casos de CaP tienen un perfil prondstico diferente segiin
porten o no TMPRSS2-ERG. En la serie global sélo tienen valor prondstico
independiente 3 PCP (el estadio de Gleason, los niveles preoperatorios de
PSA y la presencia de infiltracion perineural), mientras que los casos que
no portan el gen de fusion los predictores son los niveles preoperatorios
del PSA, el estadio clinico y la infiltracion perineural y los casos
portadores del gen de fusion tienen como factor de riesgo independiente el
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estadio de Gleason, la concentracion diagnostica de PSA, la expresion de
GSTP-1y de TPD52.

A fin de refinar los resultados de este andlisis se crea una nueva
variable en los casos que portan el gen de fusion. Esta variable comprende
el estadio de Gleason y la expresion génica de GSTP-1 y estd compuesta
por 5 categorias:

1) Gleason de 2 a 6 y expresion indistinta de GSTP-1

2). Gleason de 7 y sobreexpresion de GSTP-1,

3) Gleason de 7 e infraexpresion de GSTP-1

4) Gleason de 8 a 10 y sobreexpresion de GSTP-1,

5) Gleason de 8 a 10 e infraexpresion de GSTP-1. En la figura 49

aparece la grafica de Kaplan-Meier correspondiente al analisis de
supervivencia univariante de esta variable.
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Figura 48: grafica de Kaplan-Meier del parametro que combina el estadio de
Gleason y la expresion de GSTP-1.
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Introduciendo este nuevo parametro en el analisis multivariante se obtiene un nuevo
perfil pronostico. (Tabla 53).

Tabla 54: resultados del analisis de supervivencia multivariante por regresion de
Cox de los casos positivos para el reordenamiento TMPRSS2-ERG introduciendo
la nueva variable que comprende el estadio de Gleason y la expresion de GSTP-1.

TMPRSS2-ERG +
HR IC 95%
(minimo-maximo) P
Concentracion inicial PSA 5,23 (2,31-11,76) <0,001
Expresion proteica TPD-52 0,18 (0,04-0,91) 0,035

Estadio de Gleason +

expresion GSTP-1 15,62 (4,13-58,82) <0,001
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4.1.8.3.- Analisis univariante respecto al Intervalo Libre de
Progresion clinica,

Los resultados del analisis de supervivencia univariante (test log-
rank) respecto a los PCP, y los pardmetros referentes a la expresion génica
y la expresion proteica se pueden observar en las tablas 55, 56 y 57
respectivamente. En la figura 49 estan representadas las curvas de Kaplan-
Meier de los parametros estadisticamente significativos para el analisis
univariante.

La significacion se ha establecido para la serie global y los casos
que no portan y que portan el gen TMPRSS2-ERG.
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Tabla 55: resultados del test log-rank respecto al ILP de los PCP en los 3 grupos de casos, la serie global, los que no portan TMPRSS2-ERG y los casos con el

reordenamiento TMPRSS2-ERG.

Serie global TMPRSS2-ERG - TMPRSS2-ERG +
Parametros n Eventos %ILP P n Eventos %ILP p n Eventos %ILP p
PSA
< 10ng/ml 184 30 74 90 17 71 94 13 79,5
10-20 ng/ml 86 28 53 0,04 38 9 61 BILs 48 19 45 0,003
>20ng/ml 44 16 40 22 8 59 22 8 28
Estadio de Gleason
2-6 137 19 70 63 8 76 74 11 65
7 143 ) 57 <0,001 65 17 64 LU 78 25 49 | 0009
8-10 34 13 52 22 9 54 12 4 43
cT
<cT2c 291 67 60 0,356 136 30 66 0,479 155 37 54 0,600
>cT3a 23 7 65 14 4 69 9 3 62
pT
Organoconfinado 167 27 73 0,002 82 13 73 0,017 85 14 76 0,065
Extraprostatico 147 47 49 68 21 58 79 26 45
PIN
Ausente 239 55 62 0,732 111 25 67 0,861 128 30 59 0,457
Presente 46 9 78 22 5 75 24 4 82
Infiltracion perineural
Ausente 157 26 75 0,001 83 11 78 >0,001 74 15 75 0,164
Presente 133 46 53 64 22 50 89 24 55
TMPRSS2-ERG
Ausente 150 34 67 0,626
Presente 164 40 57 = = = = - - - B
Mecanismo
reordenamiento 86 17 63 14 2 81
Negativo 84 22 70 - - - 74 17 63
Translocacion 22 5 74 0,583 - 19 5 71 0,708
reciproca
Delecion




Tabla 56: resultados del test log-rango respecto al ILP de los parametros de expresion génica en los 3 grupos de casos, la serie global, los que no portan
TMPRSS2-ERG y los casos con el reordenamiento TMPRSS2-ERG.

Serie global TMPRSS2-ERG - TMPRSS2-ERG +
Parametros n Eventos | %ILP p n Eventos | %ILP p n Eventos | %IL p
P

TMPRSS?2 exén 2,3
Infraexpresion 154 35 64 0,532 75 18 60 0,964 79 17 69 0,516
Sobreexpresion 154 38 58 70 15 76 84 23 41

TMPRSS?2 exon 7,8
Infraexpresion 157 32 64 0,328 75 15 65 0,348 82 17 61 0,755
Sobreexpresion 156 42 59 74 19 69 82 23 49

ERG ex6n 1,2
Infraexpresion 105 22 66 0,525 52 12 67 0,412 53 10 64 0,886
Sobreexpresion 105 25 56 42 12 62 63 13 50

ERG ex6n 9,10
Infraexpresion 101 23 58 0,617 54 13 64 0,720 47 10 50 0,702
Sobreexpresion 101 26 63 21 6 68 80 20 60

ETVI exon 1,3
Infraexpresion 152 33 67 0,769 67 13 75 0,707 85 20 61 0,825
Sobreexpresion 153 39 60 77 20 66 76 19 46

ETV1 exon 5,6
Infraexpresion 148 35 62 0,939 65 12 64 0,201 83 23 58 0,276
Sobreexpresion 149 37 58 72 20 61 77 17 52

ETV4 ex6n 2,3
Infraexpresion 129 31 66 0,749 60 15 68 0,629 69 16 62 0,992
Sobreexpresion 127 27 61 55 11 69 72 16 65

ETV4 ex6n 10,11
Infraexpresion 267 66 62 0,055 118 28 64 0,246 149 38 61 -
Sobreexpresion 23 2 85 16 2 80 7 0 -




Tabla 56 (cont.): resultados del test log-rango respecto al ILP de los parametros de expresion génica en los 3 grupos de casos, la serie global, los que no portan

TMPRSS2-ERG y los casos con el reordenamiento TMPRSS2-ERG. (Continuacion)

Serie global TMPRSS2-ERG - TMPRSS2-ERG +
Parametros n Eventos %ILP p n Eventos %ILP p n_ | Eventos %ILP p
PCA3
Infraexpresion 147 31 56 0,822 70 13 65 0,580 | 77 18 53 0,839
Sobreexpresion 148 37 68 68 17 70 80 20 65
HEPSIN
Infraexpresion 151 29 58 0,161 81 16 71 0,326 | 70 13 53 0,404
Sobreexpresion 151 42 60 60 16 62 91 26 60
PAR-2
Infraexpresion 137 34 62 0,408 59 17 60 0,231 | 78 17 66 0,904
Sobreexpresion 137 32 69 65 13 76 72 19 63
GSTP-1
Infraexpresion 151 40 53 0,308 76 18 62 0,837 | 75 22 45 0,204
Sobreexpresion 151 32 72 65 15 69 86 17 76
AMACR
Infraexpresion 152 32 66 0,394 72 15 68 0,614 | 80 17 64 0,487
Sobreexpresion 154 40 56 73 18 64 81 22 48
Cav-1
Infraexpresion 157 44 51 0,031 72 19 62 0,190 | 85 25 41 0,089
Sobreexpresion 156 29 74 77 14 75 79 15 74
Perfil de expresion
Grupo 1 25 6 70 - - - - - -
Grupo 2 190 40 61 | 007 - -
Grupo3 93 27 58




Tabla 57: resultados del test log-rango respecto al ILP de los parametros de expresion proteica en los 3 grupos de casos, la serie global, los que no portan TMPRSS2-ERG y
los casos con el reordenamiento TMPRSS2-ERG.

Serie global TMPRSS2-ERG - TMPRSS2-ERG +
Parametros n Eventos %ILP p n Eventos %ILP p n Eventos %ILP p
PTEN
Negativo 112 29 44 0,283 53 15 49 0,302 59 14 40 0,711
Positivo 106 24 70 49 12 70 57 12 70
Ki67
Negativo 195 47 59 0,336 94 20 71 0,014 101 27 46 0,281
Positivo 57 17 28 28 12 0 29 5 73
Cav-1SC
Negativo 7 5 0 0,001 3 1 67 0,368 4 4 0 0,001
Positivo 208 53 66 98 26 65 110 27 68
Cav-1 BD
Negativo 174 48 62 0,232 81 21 70 0,609 93 27 50 0,264
Positivo 47 11 63 24 6 60 23 5 67
CD-99
Negativo 19 5 67 0,863 11 2 81 0,625 8 3 48 0,805
Positivo 197 53 61 88 23 69 109 30 53
TPD52
Negativo 3 3 0 <0,001 1 1 0 0,054 2 2 0 0,003
Positivo 212 55 62 97 24 70 115 31 53
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Figura: 49: Curvas de Kaplan-Meier correspondientes al analisis de
supervivencia univariante respecto al ILP A) Concentracion inicial de PSA en
casos TMPRSS2-ERG positivos. B) Estadio de Gleason en la serie global C)
Grado de Gleason en casos TMPRSS2-ERG positivos. D) Infiltracion perineural en
casos TMPRSS2-ERG negativos.
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Figura: 49 (cont.): Curvas de Kaplan-Meier correspondientes al analisis de supervivencia
univariante respecto al ILP E) Expresion proteica de Cav-1 medida con el ac de SC en la
serie global. F) Expresion de Cav-1 medida con el ac de SC en casos TMPRSS2-ERG
positivos. G) Expresion proteica de Ki67 en casos TMPRSS2-ERG negativos. H) Expresion
proteica de TPD52 en la serie global.
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4.1.8.4.- Analisis multivariante respecto al intervalo libre de
progresion.

En la tabla 58 estin resumidos los resultados del analisis
multivariante por regresion de Cox de la serie completa y los casos que no
portan y que portan el reordenamiento TMPRSS2-ERG.

Tabla 58: resultados del andlisis de supervivencia libre de progresion
multivariante por regresion de Cox de la serie completa y los casos negativos y
positivos para el gen de fusion.

SERIE GLOBAL TMPRSS2-ERG - TMPRSS2-ERG +
HRIC HRIC o
95% 95% H(l;lfncu?li-A)
(minimo- p (minimo- P (. P
(e (. maximo)
maximo) maximo)

Concentraciéon ) ) 0,57 (0,11- 0.021
inicial PSA 2,97) ’
Estadio de 8,13 (3,51- 8,47 (2,18-

Gleason 18,86) <0,001 ) 32,25) 0,002
Infiltracion 2,83 (1,33-
perineural ) 6,02) 0,007 )
Expresion IHQ 2,14 (1,02-
Ki-67 ) 4,48) 0,044 )
Expresion 0,15 (0,04- 0.002 . )

TPD52 0,51)
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En el analisis respecto al ILP se da un comportamiento analogo al del
analisis multivariante respecto al ILPB en cuanto al diferente panel de factores
prondsticos de progresion segun el estado del gen de fusion, pese a que no
coinciden con los mismos factores relacionados con la progresion bioquimica

Los casos de CaP también presentan un perfil pronostico distinto para el
ILP segtn el estatus del reordenamiento TMPRSS2-ERG. Mientras que para la serie
global son factores de riesgo independientes: el estadio de Gleason, la expresion
proteica de Cav-1 medida con el ac de SC y la expresion de TPD52, para los casos
que no portan el gen de fusion s6lo son factores de riesgo la presencia de
infiltracion perineural y la expresion proteica de Ki67. Los casos portadores del
reordenamiento génico tienen como predictores de progresion clinica el estadio de
Gleason, la concentracion sérica de PSA en el diagnostico y la expresion proteica
de Cav-1 medida con el ac de SC.

Analogamente a lo que sucedia en el ILPB, el factor que combina el score
de Gleason y la expresion de GSTP-1 es significativo en el analisis univariante de
Kaplan-Meier en el grupo de los CaP que expresan TMPRSS2-ERG (figura 50), no
obstante esta significacion no se mantiene en el analisis multivariante.

p=0.022

08|

Gleason T

infraexpr. GSTP-T Gleason 2-6
Gleason §-10 ——H
infragxpr. GSTP-1
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Gleason 7 sobreexpr.
0,44 GSTP-1

Gleason §-10

sobreexpr. GSTP-F

024

0,0

1 1 I T
0,00 50,00 100,00 150,00 200 00
ILP

Figura 50: grafica de Kaplan-Meier del ILP del parametro que combina el estadio
de Gleason y la expresion de GSTP-1.
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4.1.8.- Analisis diferencial de Progresion.

A continuacion se exponen los resultados del andlisis diferencial
tanto con respecto a los PCP como a la expresion génica y proteica
considerando sdlo los casos que progresan clinica, localmente o metastasis
respecto a los casos con progresion bioquimica. Estos casos son un total de
128 con un seguimiento mediano de 83,58 (9,43-159,8) meses.

En la siguiente tabla aparecen la descripcion de los principales PCP
que definen esta subserie de 128 casos con progresion bioquimica (tabla 59).
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Tabla 59: PCP caracteristicos de la subserie de casos que progresan

bioquimicamente

Parametro n=128(%)
Edad

mediana (rango) 66,5 (53-84) afios
PSA inicial

<10ng/ml 55 (43)

10-20ng/ml 43 (33,6)

>20ng/ml 30 (23,4)
Gleason-sp*

2-6 38 (29,7)

7 65 (50,8)

>7 25 (19,5)
cT

<cT2c 111 (86,7)

>cT3a 17 (13,3)
pT .

Organoconfinado 48 (37,5)

Extraprostatico 80 (62,5)
Ganglios afectos (N)

No 110 (85,9)

Si 10 (7,8)
PIN

Ausente 101 (78,9)

Presente 13 (10,2)
Infiltracién perineural

Ausente 48 (37,5)

Presente 77 (60,2)
Progresion clinica

No progresan 55 (43)

Progresan 73 (27)

*Gleason-sp: Gleason de la pieza quirurgica.
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De los 128 CaP que presentan progresion bioquimica, 73 (57 %) también
progresaron clinica, localmente y/o a distancia. En estas muestras se analiz la
correlacion entre la progresion y las variantes clinico-patologicas citadas en la
anterior tabla. (Tabla 60)

Tabla 60: Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre los parametros

clinico-patologicos y el gen TMPRSS2-ERG*.

Parametros Sélo Progresion Progresion clinica / p
Bioquimica local / a distancia.
PSA inicial
<10 ng/ml 25 (45,5) 30 (41,1)
10-20 ng/ml 16 (29,1) 27 37) 0,641
>20 ng/ml 14 (25,5) 16 (21,9)
Score de Gleason
2-6 19 (34,5) 19 (26)
7 24 (43,6) 41 (56,2) 0,369
8-10 12 (21,8) 13 (17,8)
¢T (estadio clinico)
<cT2c 45 (81,8) 66 (90,4) 0.124
>cT3a 10 (18,2) 7 (9,6)
pT (estadio patolégico)
Organoconfinado 22 (40) 26 (35,6) 0373
Extraprostético 33 (60) 47 (64,4) ’
PIN
Ausencia 46 (92) 55(85,9) 0,240
Presencia 4 (8) 9 (14,1)
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Tabla 60 (cont.): Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre los
parametros clinico-patolégicos y el gen TMPRSS2-ERG*.

Parametros Sélo Progresion Progresion clinica / p
Bioquimica local / a distancia.
Infiltracién perineural
Ausente 23 (43,6) 25 (35,2) 0256
Presente 31(57,4) 46 (64,8)
TMPRSS2-ERG
Negativo 30 (54,5) 33 (45,2) 0.193
Positivo 25 (45,5) 40 (54,8)
Perfil expresion
Grupo 1 509,3) 6 (8,3)
Grupo 2 33 (61,1) 39 (54,2) 0,654
Grupo 3 16 (29,6) 27 (37,5)

*La afectacion ganglionar (N) se elimind del analisis debido al pequefio niimero
(12) de casos validos.

No se observa relacion entre la presencia de progresion y ninguno
de los PCP.

Las relaciones entre la expresion génica y la presencia de
progresion aparecen en la siguiente tabla (tabla 61).
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Tabla 61: Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre la expresion de los
genes estudiados y la presencia de progresion.

Parametros Solo Progresion Progresion clinica P
Bioquimica /local / a
distancia.

TMPRSS?2 exé6n 2,3
< mediana 35 (63,6) 35(47,9) 0,056
> mediana 20 (36,4) 38 (52,1)

TMPRSS?2 exo6n 7,8
< mediana 28 (50,9) 32 (43,8) 0,269
> mediana 27 (49,1) 41 (56,2)

ERG exon 1,2
< mediana 22 (62,9) 22 (47,8) 0,131
> mediana 13 (37,1) 24 (52,2)

ERG exo6n 9,10
< mediana 18 (54,5) 23 (46,9) 0,326
> mediana 15 (45,5) 26 (53,1)

ETVI ex6n 1-3
< mediana 25 (46,3) 33 (46,5) 0,564
> mediana 29 (53,7) 38 (53.5)

ETV1 exon 5,6
< mediana 29 (56,9) 34 (47,9) 0,213
> mediana 22 (43,1) 37(52,1)

ETV4 ex6n 2,3
< mediana 27 (61,4) 31(54,4) 0,309
> mediana 17 (38,6) 26 (45,6)

ETV4 ex6n 10,11
< mediana 46 (88.5) 65 (97) 0,07
> mediana 6(11,5) 2(3)

PCA3
< mediana 26 (49,1) 31 (45,6) 0,422
> mediana 27 (50,9) 37 (54,4)

HEPSIN
< mediana 24 (44,4) 29 (41,4) 0,439
> mediana 30 (55,6) 41 (58,6)
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Tabla 61 (cont.): Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre la
expresion de los genes estudiados y la presencia de progresion.

Parametros Sélo Progresion Progresion clinica P
Bioquimica /local / a
distancia.
PAR-2
< mediana 24 (50) 34 (52,3) 0,479
> mediana 24 (50) 31(47,7)
GSTP-1
< mediana 33 (64,7) 40 (56,3) 0,229
> mediana 18 (35,3) 31 (43,7)
AMACR
< mediana 23 (42,6) 31(43,7) 0,525
> mediana 31(57,4) 40 (56,3)
Cav-1
< mediana 26 (47,3) 44 (61,1) 0,085
> mediana 29 (52,7) 28 (38,9)

Aunque no alcanza la significacion estadistica ninguno de los genes
estudiados, si que se aprecia una tendencia directa entre la expresion de TMPRSS2
(exones 2 y 3) y la presencia de progresion (p=0,056), asi como una tendencia a la
correlacion inversa entre la expresion de Cav-1 y la presencia de progresion local o
a distancia.

La relacion entre la expresion proteica y la presencia de progresion se
reflejan en la tabla 62.
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Tabla 62: Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre la expresion
de las proteinas estudiadas y la presencia de Progresion.

Parametros Solo Progresion | Progresion clinica P
Bioquimica /local / a
distancia.

PTEN
Negativo 16 (39) 28 (53,8) 0,113
Positivo 25 (61) 24 (46,2)

Ki67
Negativo 35(74,5) 47 (74,6) 0,579
Positivo 12 (25,5) 16 (25,4)

Cav-1SC
Negativo 0(0) 5(8,8) 0,065
Positivo 40 (100) 52 (91,2)

Cav-1 BD
Negativo 30(73,2) 47 (81) 0,247
Positivo 11 (26,8) 11 (19)

CD-99
Negativo 4(9,8) 5(8,8) 0,568
Positivo 37(90,2) 52 (91,2)

TPD52
Negativo 0(0) 2 (3,5) 0,336
Positivo 41 (100) 55 (96,5)

Tampoco se alcanza significacion entre la progresion local o a distancia
con la expresion de los marcadores proteicos por IHQ. No obstante se observa una
tendencia a la correlacion entre la expresion de Cav-1 medida por el ac de SC y la
progresion (p=0,065).
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4.2- SERIE PROSPECTIVA.

El objetivo principal de esta parte del trabajo es el uso de la presencia del
gen de fusion como marcador para la deteccion de CTC en la monitorizacion de la
EMR en pacientes en remision post-tratamiento mediante prostatectomia radical.
Para ello partimos de una muestra independiente y prospectiva de pacientes
tratados mediante prostatectomia radical Marzo de 2007 hasta Noviembre de 2008.
Sobre las piezas de prostatectomia realizamos un estudio de la presencia de
TMPRSS2-ERG tanto por FISH como por RT-PCR, para identificar aquellos casos
portadores del gen de fusion. Paralelamente se tomaron diversas muestras de sangre
periférica, antes de la intervencion quirdrgica y durante el seguimiento.

4.2.1- Estadistica descriptiva.
En la tabla 63 se detallan los PCP analizados, asi como las progresiones

bioquimicas y clinicas de los 152 pacientes que componen la rama prospectiva de
esta tesis. Esta serie tiene un seguimiento mediano de 20,86 meses (1,23-43,10).
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Tabla 63: PCP caracteristicos de la serie prospectiva

Parametro Serie global
n (%)
Edad;
mediana (rango) 62 afos (46-72)
PSA inicial
<10ng/ml 114 (75)
10-20ng/ml 22 (14,5)
>20ng/ml 16 (10,5)
Gleason-sp
6 68, (44,7)
7 69 (45.4)
>7 15 (9,9)
cT
<cT2 142 (93,4)
>cT2 4(2,6)
pT
<pT2b 112 (73,7)
>pT3a 39 (25,7)
Ganglios afectos (N)*
No 29 (19,1)
Si 312
PIN
Ausente 130 (85,5)
Presente 22 (14,5)
Infiltracion perineural
Negativo 50(32,9)
Positivo 61 (40,1)
Progresion bioquimica
No progresa 130 (85,5)
Progresa 22 (14,5)
Progresion clinica
No progresa 147 (96,7)
Progresa 4(2,6)

* En el resto de los casos no esta disponible el estadio N
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4.2.2- Estudio de TMPRSS2-ERG por Hibridacion Fluorescente
In Situ (FISH) y RT-PCR.

De modo andlogo a la serie retrospectiva, se procedid al andlisis de la
presencia del gen TMPRSS2-ERG mediante RT-PCR y FISH, habiéndose detectado
un total de 62 (40,8 %) casos positivos para la presencia del gen de fusion con RT-
PCR.

Respecto a los resultados obtenidos por FISH, de los 143 casos analizados
mediante este procedimiento, 47 no pudieron ser valorados por los motivos
especificados en la figura 51. Asi, de entre los casos valorables, 47 (49%) eran
portadores del gen de fusion TMPRSS2-ERG. De éstos, un 34,4% como
consecuencia de un patrén de Break, un 12,5% debido a una delecion intersticial y
el 2,1% restante a un reordenamiento sin determinar.

® Tejido muy fibroso

@ Sobredigestion
Sefial muy débil

@ No hay hibridacién

® Valorables
® Novalorables

Figura 51: esquema de los casos valorables y no valorables. A) Casos valorables y no
valorables B) Motivos por los que no se han podido valorar los casos.

En la figura 52 se esquematizan los resultados obtenidos por esta técnica
desglosando los casos que presentan el reordenamiento TMPRSS2-ERG segln el
mecanismo por el que se fusionan los genes.
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49 ® Negativo
J @ Break
i 1 Delecién intersticial
| @ Reordenamiento sin determinar

Figura 52: diagrama de los resultados del analisis por FISH en la serie prospectiva segin el
mecanismo de reordenamiento.

En la tabla de contingencia 63 se pueden apreciar los resultados de la
comparacion de ambas técnicas. RT-PCR tiene una sensibilidad del 81 %, una
especificidad del 87 % un Valor Predictivo Positivo (VPP) del 86 % y un Valor
Predictivo Negativo (VPN) del 82 % con respecto a la técnica de FISH.

Tabla 63: tabla de contingencia relacionando los resultados de la deteccion de
TMPRSS2-ERG por RT-PCR y por FISH.

FISH p
Negativo Positivo
Negativo 42 (85,7%) 11(23,9%) <0,001
RT-PCR
Positivo 7(14,3%) 35 (76,1%)

217



RESULTADOS

Al igual que en la rama retrospectiva de este trabajo podemos asumir que
los resultados obtenidos con ambas técnicas son comparables con lo que se estudia
la relacion entre los casos que portan TMPRSS2-ERG determinado por RT-PCR
y/o por FISH.

4.2.5.- Caracterizacion de TMPRSS2-ERG en Células Tumorales
Circulantes (CTC).

Para el analisis de la presencia de CTC en SP, se normaliza la expresion de
TMPRSS2-ERG con la del gen ABL. Este ultimo gen presenta una expresion
constitutiva actuando como housekeeping. De modo que los resultados se presentan
como el ratio de la expresion del gen de fusion y la expresion de ABL multiplicada
por 100.

De los 152 pacientes sometidos a PTR se pudo obtener una muestra de SP
previa a la cirugia en 133 casos (87,5%), el resto de las tomas hasta las 377
analizadas corresponden a tomas sucesivas de estos casos. En todas ellas se
cuantifico el transcrito del gen de fusion TMPRSS2-ERG, de modo que 33 (24,8%)
mostraron una mediana de expresion de 3,26 copias del gen de fusién con un rango
entre 0,87 y 13,19. De entre estas muestras, 20 (60,6%) corresponden a pacientes
cuya pieza quirurgica resultd negativa para el gen de fusidén, mientras que las 13
restantes (39,4%) si que expresaban TMPRSS2-ERG en la muestra de tejido. De
estos pacientes, se analizaron muestras de SP obtenidas en las correspondientes
revisiones periddicas a las que se someten estos pacientes. En la tabla 64 se
recogen el niimero de pacientes distribuidos en funcion de niimero de tomas de SP
que se ha podido recoger, haciendo un total de 142 tomas.
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Tabla 64: Frecuencia de muestras de SP obtenidas de cada uno
de los pacientes que expreso el gen de fusion en la primera toma
de SP previa a la cirugia (Toma 1).

Numero de pacientes Numero de tomas
3 1
2 2
4 3
6 4
11 5
5 6
2 7

4.2.5.1.- Asociacion entre la presencia de Células Tumorales
Circulantes (CTC) en la toma pre-prostatectomia con los Parametros
Clinico Patologicos (PCP).

La asociacion entre la presencia de CTCs en la toma inicial con los PCP
queda reflejada en la tabla 65.
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Tabla 65: Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre los
parametros clinico-patolégicos y la presencia de CTC en la toma pre-

prostatectomia. *

Parametros TMPRSS2-ERG TMPRSS2-ERG p
negativo positivo

PSA inicial
<10 ng/ml 79 (76%) 27 (81,8%)
10-20 ng/ml 12 (11,5%) 6 (18,2%) 0,079
>20 ng/ml 13 (12,5%) 0 (0%)

Score de Gleason
2-6 68 (65,4%) 24 (72,1%)
7 29 (27,9%) 7(212%) 0,725
8-10 7 (6,7%) 2 (6,1%)

cT (estadio clinico)
<cT2c 97 (98%) 32 (100%) 0.570
>cT3a 2 (2%) 0 (0%)

pT (estadio patolégico)
, 0 0
Organoconfinado 76 (73,8%) 29 (87,9%) 0.07
Extraprostatico 27 (26,2%) 4 (12,1%)

PIN
Ausencia 85 (82,5%) 31(93,9%) 0,086
Presencia 18 (17,5%) 2 (6,1%)
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Tabla 70 (cont.): Resultados del test de Chi cuadrado en la correlacion entre los
parametros clinico-patolégicos y la presencia de CTC en la toma pre-

prostatectomia. *

Parametros TMPRSS2-ERG TMPRSS2-ERG p
negativo positivo

Infiltracién perineural
Ausente 61 (58,7%) 23 (69,7%) 0 177
Presente 43 (41,3) 10 (30,3)

Progresion bioquimica
No progresan 83 (79,8%) 29 (87,9%) 0219
Progresan 21 (20,2%) 4 (12,1%)

Progresion
No progresan 96 (92,3%) 31 (93,9%) 0551
Progresan 8 (7,7%) 2 (6,1%)

*La afectacion ganglionar (N) se eliminé del analisis debido al pequefio namero de

casos validos.

Aunque no se objetiva ninguna relacion estadisticamente significativa entre
los PCP y la presencia de CTC en la toma preprostatectomia, si que se han
observado tendencias: existen relaciones inversas casi significativas entre la
presencia de CTC y la concentracion de PSA (p=0,079), pT (p=0,07) y la presencia

de la lesion precursora PIN (p=0,086).

Cuando analizamos el impacto de la presencia de CTC con el ILPB e ILP
observamos que no existen diferencias en cuanto a supervivencia entre los casos
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con niveles detectables del producto del gen de fusion TMPRSS2-ERG y los no
portadores (figura 53).
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Figura 53: relacion de la presencia de CTC en la primera toma de SP con la supervivencia
A) ILPB B) ILP en meses.

Con el fin de comprobar si existe alguna relacion entre los niveles de
deteccion de CTC con el PSA en aquellos pacientes con niveles detectables de
CTC en la toma previa a la cirugia, representamos la presencia del transcrito del
gen de fusion y de una concentracion apreciable de PSA en cada una de las tomas
en la figura 54 en el seguimiento de los 33 pacientes estudiados.
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Figura 54: esquema de los resultados obtenidos en el analisis de las CTC por qRT-
PCR para cada toma se tienen en cuenta los niveles séricos de PSA y el nimero de

copias del gen de fusion TMPRSS2-ERG.
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Entre estos resultados cabe destacar que 3 (9,1%) de los pacientes
positivizan los niveles séricos de PSA en algiin momento del seguimiento y 1
paciente (3%) los negativiza. Por otro lado, 11 pacientes (33%) presentan CTC en
el seguimiento y 5 (15,1%) han presentado este tipo de células en algin momento,
pero las han negativizado durante el seguimiento. Dos de los pacientes de la serie
estan en progresion bioquimica y otro en progresion local.

Tal como se puede comprobar en la figura anterior no existe correlacion
entre los niveles de expresion de TMPRSS2-ERG y los valores séricos de PSA en
cada una de las tomas (p=0,799). Tampoco se aprecia asociacion entre el grado de
expresion del gen de fusion con las tomas (p=0,330)

En la figura 55 se aprecian los diagramas de cajas correspondientes a las
correlaciones entre la presencia de TMPRSS2-ERG en pieza de prostatectomia
radical y la concentracion plasmadtica inicial de PSA que presenta el paciente
(p=0,316), y por otro lado entre el ratio de expresion del gen de fusion en SP y los
valores de PSA cada una de las tomas estudiadas (p=0,955).
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Figura 55: diagramas de caja que relacionan la presencia de TMPRSS2-ERG
y la concentracion de PSA A) relacion entre la presencia del gen de fusion en
pieza de PTR con la concentracion plasmatica de PSA en el momento del
diagnoéstico (p=0,316). B) correlacion entre la presencia del gen de fusion en
SP y la concentracién de PSA en el momento de la toma de la muestra
(p=0.955)
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DiscuUsION

5.1.- SIGNIFICADO CLINICOBIOLOGICO DEL GEN DE
FUSION TMPRSS2-ERG EN CaP.

Uno de los objetivos fundamentales de este trabajo es la caracterizacion en
profundidad TMPRSS2-ERG a fin de establecer su potencial papel como
biomarcador en CaP. Las pruebas usadas actualmente en el diagnostico de esta
enfermedad distan de ser Optimas; tanto la determinacion sérica del PSA como el
ERD presentan una notable falta de especificidad y sensibilidad, respectivamente
(316). Por su parte, aunque la biopsia prostatica se considera el test diagnostico
mas fiable, tampoco esta exenta de problemas. En primer lugar, se trata de una
prueba con una considerable morbilidad asociada en forma de infecciones o
retencion urinaria en cinco de cada 100 pacientes, y por otro lado, apenas se
muestrea un 1% de la glandula prostatica en el mejor de los casos, por lo que los
falsos negativos y la necesidad de rebiopsias son muy usuales (317).

En cuanto al pronostico, esta enfermedad también presenta numerosos
desafios. De hecho, los casos de CaP pueden presentar desde un comportamiento
indolente por afios o décadas, hasta tener un curso fulminante con el desarrollo de
resistencia a castracion y metastasis en un corto periodo de tiempo. Como
herramientas en la prediccion de este comportamiento, actualmente se usan el
estadio de Gleason, patologico el TNM, y la concentracion sérica preoperatoria de
PSA para la composicion de unos grupos prondsticos y/o nomogramas predictivos,
con resultados francamente mejorables (34, 229, 318). En este contexto hay que
destacar que ningun factor molecular se ha podido validar para mejorar estas
herramientas prondsticas construidas a base de factores clinico-patologicos. En
2005 surgid6 un descubrimiento capital. La identificacion del gen de fusion
TMPRSS2-ETS en aproximadamente la mitad de los casos de CaP (185). La
especificidad de este gen lo hacian potencialmente ideal para el diagndstico de
CaP. Recientemente se ha desarrollado un método en de deteccion en orina del
ARN del gen de fusion, siguiendo la metodologia utilizada para el desarrollo del
test diagnodstico para PCA3. Amplificacion mediada por transcripcion (TMA por
sus siglas en inglés) al igual que en la determinacion de PCA3 determina la
expresion del gen de fusion en forma de ratio con el PS4 (319). Esta determinacion
ofrece tasas de 90% de especificidad para la deteccion de CaP (320). De hecho, La
incorporacion del score combinado de TMPRSS2-ERG+PCA3 a la calculadora del
PCPT (prostate cancer prevention trial) de riesgo de CaP produjo un beneficio claro
al incrementar del 15 al 90% la probabilidad de encontrar CaP en la biopsia y
aumentando el AUC de la calculadora de 0,66 a 0,75 (319).

Por ello, se establece como objetivo de la rama retrospectiva de esta tesis la
caracterizacion de TMPRSS2-ERG, incidiendo especialmente en su potencial
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prondstico, asi como el estudio de la expresion de otros genes relacionados a fin de
enriquecer y complementar esta informacion.

5.1.1. Frecuencia del gen de fusion TMPRSS2-ERG.

La serie retrospectiva analizada en este trabajo comprende 314 muestras
FFPE y muestra la fusion génica TMPRSS-ERG en el 52,2% de los casos. Esta
frecuencia de deteccidon estd dentro del rango reflejado en la bibliografia. En la
tabla 71 pueden compararse las frecuencias publicadas en distintos trabajos asi
como la técnica de deteccion usada.

Una caracteristica fundamental de esta serie es su homogeneidad, en la que
unicamente se han incluido pacientes tratados con PTR sin tratamiento previo
(hormonal, braquiterapia, radioterapia o quimioterapia). Otras series publicadas,
por el contrario, presentan una seleccion de pacientes mas heterogénea, lo que
podria influir en la incidencia de la presencia o expresion del gen de fusion. En
cuanto a esta serie, los casos incluidos se caracterizan por un menor cT (s6lo 23
casos tienen un estadio clinico mayor que cT2) y pocos casos con afectacion
ganglionar (s6lo 12), reflejando la poblacion que habitualmente se sometia a PTR
en el periodo de estudio (1996-2004). No obstante, el nimero de recaidas
bioquimicas (40,8%) y clinicas (23,6%) se sitia en un rango alto respecto a lo
referenciado en la literatura para un seguimiento mediano de 84 meses. Ello podria
explicarse por una tasa de margenes positivos del 48,1%en el periodo incluido. Lo
elevado de esta tasa, a su vez, se debe a la optimizacion de la cirugia urologica
desde el afio 1996 a la actualidad, y por otro lado al hecho de que durante el
periodo de estudio no se realizaban linfadenectomias extensas a los grupos de
riesgo alto e intermedio. La concentracion sérica de PSA en el momento del
diagnostico esta algo sesgada hacia valores menores de 10 ng/ml (58,6%) y en
cuanto al estadio de Gleason, el 89,9% de los casos son menores o iguales a 7.
Como se acaba de mencionar, el 40,8% de los pacientes (128 casos) han sufrido
recaida bioquimica, de los cuales 74 también han progresado localmente (23,6%).
Esta serie esta caracterizada por estar compuesta por tumores poco agresivos como
se puede ver en la descripcion de los PCP.
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Tabla 66: frecuencias del gen de fusion en la bibliografia y técnica empleada en su
deteccion.

Frecuencia Técnica de | Caracteristicas de Referencia
TMPRSS2-ERG | determinacion la serie
78% Nested RT-PCR | DIOPSias (321)
congeladas
RT-PCR Especimenes FFPE
40-55% FISH y o congeldos | o5 307 315 399y
provenientes de
PTR
Especimenes FFPE
37-54% FISH provenientes de | ((323-325)
PTR.
Especimenes
congelados de
36- 73% RT-PCR casos recurrentes, | (217-219,221,236)
sin recurrencia e
HBP
Especimenes FFPE
FISH provenientes de
36% RT-PCR PTR (326)
Secuenciacion.
Especimenes
Rapid congelados
Amplification provenientes de
0 cDNA Ends | casos localizados y
70% (RACE) metastaticos sin (232)
RT-PCR hormonoterapia.
FISH

FFPE: formalin fixed paraffin embedded; PTR: prostatectomia radical.

El amplio rango de frecuencias del gen de fusion referidas en la
bibliografia puede ser debido al uso de diferentes técnicas en la deteccion mismo.
Aunque, por otro lado, también puede influir la heterogeneidad de las series
estudiadas tanto en tamafo como en composicion (231). En los estudios con
caracteristicas poblacionales y de la muestra mas similares al presente trabajo se
observan frecuencias muy semejantes a las nuestras (222, 325). Otras causas
explicativas de esta variacion en la frecuencia podrian ser el volumen tumoral, el
numero de focos estudiados en cada caso individual, ya que un mismo caso puede
tener focos con distintos status del gen de fusion, asi como el nimero de isoformas
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del gen de fusion incluidas en cada panel (219) o también la composicion de las
cohortes y de la zona de la glandula prostatica en la que aparece el tumor (327). A
fin de obtener informacion mas fidedigna en esta tesis se han analizado las dos
isoformas mayoritarias del gen de fusion (T1E4 y T1ES).

Otra posible fuente de variaciones podria ser el grado de progresion del
tumor. En la literatura no se han encontrado diferencias significativas entre la
incidencia del gen TMPRSS2-ERG en CaP localizado no sometido a tratamiento
hormonal y CaP metastatico resistente a castracion (197, 232, 311, 324, 328). La
serie analizada en este trabajo, por su naturaleza, no presenta un nimero muy bajo
de metastasis (21 eventos).

Un factor capaz de introducir sesgos en los resultados obtenidos es la
técnica usada en la determinacion de TMPRSS2-ERG. Los procedimientos mas
extendidos son FISH y RT-PCR (tabla 66). El FISH se considerada la técnica de
referencia en la deteccion del gen de fusion en tejido prostatico, encontrandose
abundantemente referenciada en la literatura (214, 312, 322). Por lo general, se
emplean dos aproximaciones bésicas en el uso de esta técnica: la mayoritaria es un
enfoque break-apart y, en menor medida, FISH de tres colores. En el primer caso
(222, 225, 307, 325, 329-334) la técnica brinda informacion cualitativa del
reordenamiento pero menos informacioén sobre el mecanismo productor del mismo.
A grandes rasgos, este FISH emplea dos sondas flanqueantes a uno de los genes
implicados en la fusidon. Estrictamente, esta técnica sélo indica que TMPRSS2 o
ERG estan reordenados. Habida cuenta de que ambos genes estan implicados en
mas genes de fusion, este tipo de sondas no da una informacién concluyente,
aunque por otro lado su valoracion es mas sencilla.

Por su parte, la técnica de FISH de tres colores se realiza introduciendo otra
sonda en la region de 3 Mb situada entre TMPRSS2 y ERG, lo que permite afirmar
concluyentemente que el gen de fusion es TMPRSS2-ERG. Por este motivo, ha sido
la estrategia empleada en esta tesis. Este enfoque fue adoptado por primera vez por.
Yoshimoto y col. en 2006 (322) y desde entonces algunos otros grupos han optado
por esta técnica (335-337) aunque no ha sido la mayoritaria. Para realizar la
valoracién con sondas triclores, en este trabajo que se empled un kit mas adecuado
para el diagnostico (sondas poseidon de Kreatech®) perfectamente validado. No
obstante, conviene resaltar que se ha obtenido como patréon mayoritario con una
sefal de triplete Rojo(R) Verde (V) y Azul (A) y otra sefial AV. Dado que este
patron no corresponde exactamente con el especificado en el kit como
caracteristico de una translocacion reciproca (RVA+RV+A), no se puede concluir
que estos casos estén reordenados por translocacién. Lo més probable es que asi
sea y por motivos técnicos la sefial R sea mas dificil de visualizar en este patron.
Aunque, por otro lado, esta sefial, también podria ser indicativa de otro
reordenamiento sin determinar. A fin de realizar los analisis diferenciales segin el
mecanismo de reordenamiento a este patrén se le ha asignado el nombre de Break.
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También ha sido refrendado por la literatura que existen diferencias
bioldgicas en los casos reordenados por delecion intersticial que podrian traducirse
en un comportamiento clinico diferente. Por ejemplo, la regiéon de 3 Mb
delecionada en el cromosoma 21, entre TMPRSS2 y ERG, contiene 15 genes,
algunos de ellos previamente relacionados con cancer: E7S2, PSMGI, BRWDI,
NCRNA00257, HMGNI1, WRB, LCA5L, SH3BGR, C2lorf88, B3GALTS, IGSFY5,
PCP4, DSCAM, C21orf130, MIR3197, BACE2, PLAC4, FAM3B, MX2 y MX]1. Por
tanto es interesante el realizar un analisis diferencial de PCP, expresion génica y
proteica y supervivencia segun el mecanismo de reordenamiento estudiado
mediante FISH. En esta serie los casos reordenados con un patrén de break
presentan una mayor incidencia de infiltracion perineural. En otros trabajos se ha
relacionado el reordenamiento por delecion intersticial con un mayor cT (312). Los
resultados de nuestra serie no confirman estas observaciones, lo que puede ser
debido a que en la mayoria de trabajos se ha usado una estrategia de break-apart
(129, 130, 208, 307, 311), mientras que en nuestro caso se ha empleado esta nueva
aproximacion de sondas tricolor.

En aras de obtener una informacion de mayor calidad y de responder a uno
de los objetivos de la presente tesis, se ha analizado el gen de fusion en todas las
muestras por FISH y RT-PCR en paralelo a fin de comprobar la validez,
sensibilidad y especificidad de ambas técnicas, para posteriormente analizar las
implicaciones prondsticas de la presencia de TMPRSS2-ERG. Hemos analizado los
casos portadores de la translocacion siendo ésta detectada por ambas técnicas y/o
por cada una de ellas de forma individual. A este respecto, en la comparacion entre
ambas técnicas, de manera similar a la llevada a cabo en otros contextos (338, 339),
se ha obtenido una sensibilidad del 84% y una especificidad del 85% de la RT-
PCR, tomando el FISH como técnica de referencia (articulo en prensa). El FISH es
la técnica de eleccion para detectar genes de fusion entre otros motivos porque al
respetar la arquitectura tisular aporta informacion morfologica (338, 340, 341). Sin
embargo la RT-PCR es mds economica y rapida. Por esto, es interesante la
comparacion de ambas técnicas en el diagnostico de neoplasias caracterizadas por
reordenamientos génicos (338, 342, 343).El nivel de concordancia es del 81% en
nuestra serie En la bibliografia existe un consenso bastante amplio en la
equivalencia del uso de ambas técnica en la deteccion de los genes de fusion, lo que
coincide con los hallazgos de la presente tesis. De hecho la técnica de RT-PCR esta
integrada en la rutina del diagnostico clinico de numerosas neoplasias como BCR-
ABL en leucemia mieloide crénica (241, 344) o la deteccion del reordenamiento
Collal-PDGFR-beta en dermatofibrosarcoma protuberans (339). Lo mas
recomendable en el uso clinico es el uso combinado de ambas técnicas que ofrece
unos mejores valores de sensibilidad y especificidad.

No obstante, el FISH aporta informacion a niveles a los que RT-PCR no
puede hacerlo. A nivel genémico, aporta informacion sobre la clonalidad del tumor
y es aplicable sobre muestras mas pequefias (por ejemplo obtenidas de biopsias
(334). Se han usado técnicas derivadas de la PCR para estudiar el transcrito del gen
de fusidn e indirectamente, por tanto, el mismo ADN nuclear. Ahora bien, existen
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varios motivos para estudiar este reordenamiento a nivel genémico. Por ejemplo,
muchos trabajos han relacionado caracteristicas clinicopatologicas del CaP con
propiedades de la fusion que no pueden analizarse con PCR convencional o por
estudios de expresion, como por ejemplo la forma de reordenamiento
(translocacion no compensada o delecion intersticial). También se ha publicado que
la fusion podria expresarse en fases tempranas del CaP, pero no en las tardias
(191). Y por otro lado la RT-PCR es maés sensible a contaminacion cruzada. Todo
ello hace que sea conveniente un nivel adicional de analisis génico.

5.1.2. Gen de fusion TMPRSS2-ERG 'y asociacion
clinicopatologica.

En esta serie no se ha puesto de manifesto ninguna correlacion entre el
mecanismo de reordenamiento (delecion intersticial o break) con ninguno de los
PCP o la supervivencia, Attard y cols. definieron un grupo de mal prondstico los
casos portadores de TMPRSS2-ERG por delecion intersticial y que ademas
contaban con una duplicacion del material génico (311). En cambio, otros autores
no han sido capaces de reproducir esta asociacion en relacion con la delecion
intersticial, pero si con el numero de copias (335). Otros autores también han
asociado la delecion intersticial con la presencia de metastasis (324), sugiriendo
que este mecanismo de reordenamiento cromosémico se asocia con un
comportamiento mas agresivo del tumor. Sin embargo, hasta la fecha, ninguno de
estos hallazgos han sido refrendados con una serie de validacion.

En referencia a las implicaciones de la presencia del gen de fusion
(determinado por FISH y/o RT-PCR), en nuestra serie se reproduce la relacion
encontrada entre el reordenamiento por Break y la infiltracion perineural. Este
parametro indica la presencia de células tumorales en el perineuro (cubierta
nerviosa), que constituye una de las vias de escape de la capsula prostatica usadas
por el tumor para diseminarse a distancia. Pese a que este parametro deberia indicar
mal prondstico, no existe consenso a este respecto (345, 346) y en general es una
variable que pierde su poder prondstico en los estudios multivariados frente a PCP
clasicos como el Gleason score o el estadio patologico. De entre los trabajos que
relacionan la invasion perineural con TMPRSS2-ERG no se ha objetivado una
relacion directa con un mal pronostico (212, 217).

En el presente estudio no se ha encontrado relacion entre TMPRSS2-ERG y
la SLPB o SLP. En Ia literatura no existe consenso respecto a las implicaciones
prondsticas de la presencia de TMPRSS2-ERG. Algunos estudios relacionan la
presencia del gen de fusion con mal prondstico, concretandose una relacion con un
mayor estadio clinico (202, 312) o bien con un mayor score de Gleason (326) o una
menor SLPB (233). Sin embargo, otros correlacionan la presencia del gen de fusion
con un pronostico favorable (196, 236, 347). Como en nuestro caso, otros autores,
no encuentran relacion con el pronostico (199, 232, 323). En todos estos trabajos,
la identificacion del gen de fusion se ha realizado sobre piezas de prostatectomia
radical. Estos resultados discordantes pueden deberse a que la influencia del gen de
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fusion en el pronostico es sutil y el uso de distintas técnicas, composicion de las
series o técnicas de analisis pueden sesgar los resultados.

Como se puede ver a la luz de las series publicadas, la presencia del gen de
fusion se encuentra en aproximadamente la mitad de los casos de CaP,
probablemente definiendo dos subgrupos moleculares de la enfermedad que
nuestro grupo ha demostrado tienen un distinto panel prondstico de (217). Ahora
bien, las implicaciones de la presencia o ausencia de la fusion en cuanto a
pronostico y supervivencia distan mucho de estar completamente elucidadas. Es
necesario mucho mads trabajo a fin de clarificar las posibles contribuciones
pronosticas de la presencia del gen de fusion en el CaP.

5.1.3. Otros biomarcadores de progresion en CaP y asociacion
clinicopatologica.

Por otra parte, cabe sefialar que el uso de biomarcadores de expresion
génica en el CaP es un campo en expansion, por lo que uno de los objetivos
planteados en este trabajo fue la validacion de distintos potenciales biomarcadores.
Los genes estudiados se seleccionaron en funciéon de su relacién con fusiones
génicas TMPRSS2-ETS o bien por estar resefiados en la bibliografia como
implicados en la progresion del CaP, y son: TMPRSS2, ERG, ETVI, ETV4, PCA-3,
HEPSIN, PAR-2, GSTP-1, AMACR y Cav-1.

La expresion génica de TMPRSS2, ERG, ETVI y ETV4 en tejido tumoral
prostatico esta condicionada en la mayoria de los casos por la presencia de fusiones
TMPRSS2-ETS (185, 208). Por ello, en el presente trabajo, se ha medido la
expresion de estos cuatro genes en dos regiones génicas: uno por delante del punto
de reordenamiento (en 5°) y otro por detras (en 3°). En un estudio publicado en
2008, se describe la determinacion indirecta de la presencia del gen de fusion
midiendo la expresion génica de ERG en distintos puntos usando un array de
expresion exonica (348). Segiin nuestros resultados, FRG presenta una expresion
de 0,247 por delante del sitio de translocacion y de 1,79 por detras, evidenciando el
efecto de la fusion génica, si bien en el caso de TMPRSS2 no es tan evidente
mostrando una expresion practicamente similar en ambos puntos (2 y 2,29).

La expresion de los exones 2 y 3 de TMPRSS?2 correlaciona positivamente
con la presencia de PIN y negativamente con la infiltracién perineural, mientras
que la sobreexpresion de los exones 7 y 8 correlaciona directamente con el estadio
clinico. Considerando que de entre todos estos parametros, cT es el que aporta
mayor informacién prondstica, puede decirse que la sobreexpresion de este gen
podria estar relacionado con CaP extraprostaticos al diagnostico. En numerosas
referencias bibliograficas, al igual que sucede con la expresion de ERG, se asume
la sobreexpresion de estos genes directamente con la de TMPRSS2-ERG y por tanto
sus implicaciones pronoésticas siguen generando controversia [para revision (208)].
Por otro lado, Lucas y cols. encuentran esta proteina consistentemente
sobreexpresada en adenocarcinoma prostatico (189)
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La expresion de los exones 9 y 10 de ERG por encima de la mediana esta
correlacionada con un mayor ¢T y pT y por tanto con un mal pronéstico. Como
este gen se encuentra generalmente hipermetilado tanto en tejido prostatico normal
como tumoral (349) su sobreexpresion estd condicionada por la presencia de
TMPRSS2-ERG. En numerosas referencias bibliograficas se han encontrado
correlaciones de la expresion de este gen con distintos PCP. Varios grupos han
publicado resultados coherentes con los obtenidos en esta tesis: Ribeiro y cols
también correlacionan la expresion de ERG con un mayor pT (336), otra serie
encuentra relacion entre la sobreexpresion de este gen con un mayor pT y c¢T (350).
Por otro lado, se encuentran los trabajos de Minner y cols. que no encuentran
relacion entre la expresion de ERG con ningln parametro prondstico (351); aunque
no ponen de manifiesto una relacion estadistica, sus datos presentan una tendencia
hacia mayores pT y estadio de Gleason. Por otro lado, un trabajo de 2005 indicaba
que esta sobrexpresion de ERG se relacionaba con un mayor ILPB (196), por su
temprana fecha de publicacion no tuvo en cuenta la presencia de TMPRSS2-ERG y
analizaba exclusivamente la sobreexpresion de este gen como biomarcador en CaP.
Existe controversia acerca del valor pronostico de la expresion de ERG en CaP; una
positividad alta a la proteina ERG se asocid Gleason bajo, mayor supervivencia
global y un mayor tiempo en desarrollo de resistencia a la castracion (352). Sin
embargo, en una cohorte de 481 pacientes provenientes del ERSPC (European
randomized study of screening for prostate cancer), la expresion de ERG (65% de
los casos) no se relaciond con ninguna de las variables patologicas cldsicas ni con
la supervivencia libre de progresion bioquimica (353).

La expresion de ETV4 esta relacionada con la presencia del gen de fusion
TMPRSS2-ETV4. Esta isoforma, con una incidencia menor del 2% (354),
conllevaria que su sobreexpresion quedara muy diluida en el conjunto de datos aqui
presentados. Por esto unos niveles bajos de expresion como los de esta tesis (0,4)
son esperables. Por otro lado Hollenhorst y cols. publicaron que la expresion de
este gen contribuye a la transformacion y movilidad de la linea celular de CaP PC3,
aunque dicho efecto puede ser llevado a cabo también por otros genes de la familia
ETS (355) que sugiere que los efectos provocados por estos factores de
transcripcion pueden ser intercambiables. De hecho, la presencia de los genes de
fusion es excluyente, es decir, no se han encontrado casos de reordenamientos
simultdneos entre TMPRSS2 y miembros de la familia ETS. Este perfil de la
familia ETS también estd presente en sarcomas de Ewing, caracterizados por genes
de fusion en los que se ve implicada esta familia génica (356, 357). En este trabajo
la expresion de ETV4 correlaciona inversamente con la presencia de infiltracion
perineural; a dia de hoy se conoce poco la relacion entre la expresion de ETV4 con
PCP clasicos.

Una vez discutido el rol de los genes implicados en las fusiones génica
TMPRSS2-ERG, es también objetivo de esta tesis caracterizar otros potenciales
biomarcadores moleculares implicados en CaP. Sin duda, el mas validado de estos
nuevos marcadores es PCA3 (anteriormente denominado DD3). Se trata de un gen
que codifica un ARNm no traducible que presenta una sobreexpresion
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caracteristica en CaP (incluso metastatico), respecto al tejido prostatico normal y a
la hiperplasia prostatica benigna (166). En esta serie el nivel de sobreexpresion de
este biomarcador es de 43,41 veces la del tejido prostatico normal, niveles
levemente inferiores a los referenciados en la literatura cientifica (164). Desde el
afio 2006 Progensa™ comercializa un kit diagndstico para cuantificar la expresion
de este gen en muestras de orina (358). Dicho kit se usa en la actualidad en la rutina
clinica para indicar biopsias o rebiopsias prostaticas en casos en los que los
marcadores diagnoésticos clasicos ofrecen dudas para la indicacion o no de una
biopsia prostatica (359). En Febrero de 2012 la FDA aprobo el uso de este
biomarcador para establecer la indicacion de una biopsia de repeticion en pacientes
con sospecha de CaP y con una primera biopsia negativa. Aunque sigue existiendo
controversia respecto al punto de corte de esta prueba (360) actualmente esta
aceptado un ratio de 35, pero la tendencia en su uso y en su inclusién en
nomogramas de indicacion de biopsia es que el punto de corte sea inferior (179,
361). En un trabajo publicado por nuestro grupo se refrendan estos hallazgos en
una serie de pacientes espafioles con sospecha de CaP. Aplicando un punto de corte
de 35 se ahorraron el 49% de nuevas biopsias, siendo especialmente efectiva esta
prueba para la indicacion de primeras biopsias (180). En esta serie la
sobreexpresion de PCA3 correlaciona con un estadio de Gleason 7, y con mayor
concentracion sérica de PSA en el diagndstico. Analogamente, van Poppel y cols.
correlacionan la expresion de este gen con un mayor estadio de Gleason, estadio
clinico y con una biopsia significativa (siguiendo el criterio de Epstein) (362).

Hepsin (TMPRSS1) es una proteina de membrana de tipo II con un dominio
extracelular de actividad serin proteasa, cuya expresion diferencial entre tejido
tumoral y normal es 4,97 en este trabajo, dato que coincide con numerosas
referencias en la (126, 363, 364). Una de las principales caracteristicas de este
biomarcador es una sobreexpresion en CaP y PIN frente a tejido prostatico normal
(363, 365-367). Por otro lado, la expresion de este gen también tiene implicaciones
pronosticas. En el presente estudio se pone de manifiesto una relacion directa entre
la sobreexpresion de hepsin y el estadio de Gleason, el PSA inicial, el estadio
patologico, la infiltracion perineural y la progresion bioquimica, mientras que la
relacion es inversa con la presencia de PIN, con lo que este gen es el biomarcador
mas rentable en el prondstico del CaP de todos los analizados. Su nivel de
expresion y el gran nimero de PCP con los que esta relacionado le hacen candidato
al uso como biomarcador prondstico solo o formando parte de un panel. En un
trabajo publicado en 2011 encuentran relacion entre la expresion de hepsin medida
por IHQ, el estadio de Gleason y los niveles de PSA sérico (366), mientras que el
grupo de Stamey incide en la relacion entre la expresion de hepsin con el score de
Gleason (368). Funcionalmente este gen estd implicado en la progresion y
metastasis del CaP (124)

PAR-2 codifica para un receptor activado por proteasas, cuya
sobreexpresion se ha descrito en CaP y ha sido implicado en la proliferacion y
metastasis de distintos tipos de tumores (369, 370) y en HBP (Mannowetz,
Wurdinger et al. 2010). En nuestra serie no se han detectado alteraciones en la
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expresion de este gen, estando relacionada inversamente dicha expresion con la
presencia de infiltracion perineural. Esta contradiccion puede deberse al bajo
numero de eventos de metastasis en nuestra serie que puede introducir un sesgo en
los resultados. De hecho, en otros trabajos su expresion estda muy condicionada a
estos eventos. (Black, Mize et al. 2007) (Wilson, Greer et al. 2005)

La hipermetilacion de las islas CpG de la region promotora del gen
detoxificador de productos de oxidacion GSTP-1, induce una infraexpresion de este
gen muy caracteristica en tumores prostaticos (113, 371-373), pero no en HBP ni
en PIN (374) [para revision (375)]. En nuestra serie, se pone de manifiesto este
comportamiento con un valor relativo de expresion de 0,361 veces el de la prostata
normal. A nivel prondstico se pone de manifiesto una correlacion inversa entre la
expresion de GSTP-1 y la presencia de infiltracion perineural y con el ILPB. En
este sentido, en la literatura se relaciona el grado de metilacién de GSTP-I con el
score de Gleason y el estadio clinico (109). Este biomarcador también es
prometedor, pero técnicamente es mas factible su determinacion por deteccion de la
hipermetilacion que por expresion, dado que es mas facilmente detectable y
concluyente la determinacion de la primera que de la segunda por qRT-PCR.

AMACR codifica para la a-Metil Coenzima A Racemasa encargada de la
metabolizacion de acidos grasos de cadena larga. Su sobrexpresion en tejido
tumoral se puso de manifiesto, en primer lugar, en un metanalisis sobre
experimentos de expresion de alto rendimiento (376). En estudios de validacion se
comprobo la capacidad discriminativa de este biomarcador entre tejido normal y
tumoral (377) y por otro lado con PIN. Cuantitativamente, la expresion de este gen
va aumentando en PIN y en mayor medida en tejido tumoral prostatico (378). En
este sentido, nuestro trabajo presenta unos resultados concordantes con los
reflejados en la literatura, con un nivel de expresion de AMACR 3,23 veces mayor
en CaP que en tejido normal prostatico. A nivel prondstico, esta expresion
correlaciond con una mayor concentraciéon de PSA en el momento del diagnostico
y un mayor estadio patolégico y clinico y curiosamente con una menor tasa de
recaida bioquimica. Por tanto, netamente, la expresion de este gen, ademas de
discriminar entre tejido normal y tumoral, parece estar relacionado con mal
pronostico. Gumlec y cols. llegan a una conclusion similar en un trabajo en el que
analizaban lineas celulares, en las que la sobreexpresion de AMACR era mas
acusada en especimenes con un score de Gleason de 9 ((379).

Las caveolas son invaginaciones de la membrana plasmatica en forma de
omega. En 1992 se descubrid el primer biomarcador proteico derivado de estas
estructuras, al que se le denomind Caveolina-1. En la actualidad se ha implicado a
esta proteina en diversas funciones; transporte vesicular, homeostasis del colesterol
y supresion de la transformacion celular, entre otras (380). En un entorno tumoral,
este gen se comporta de forma diferente segin el tipo celular considerado: mientras
que en cancer de pulmén, mama y sarcomas mesenquimales estd generalmente
infraexpresado (en sarcomas de Ewing puede sobreexpresar) (381, 382), en
tumores de vejiga, esdéfago y prostata se encuentra sobreexpresado (383, 384). No
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obstante, en este ultimo tipo también se da una baja expresion en células deprivadas
de androgenos (385). En nuestra serie, Cav-1 muestra una expresion relativa de
0,612, similar al nivel de expresion determinada por Bachmann y cols. en una serie
de tumores prostaticos no deprivados de androgenos (386). Mas concretamente,
también se ha descrito sobreexpresion de este gen en fibroblastos asociados en
metastasis de carcinomas y melanomas (387). De hecho, se ha descrito
sobreexpresion de Cav-1 tanto en tumores primarios como en metastasis de CaP
(388). En términos mas generales, este gen funciona como regulador negativo de la
transformacion y tumorogénesis mamaria. En prostata, su funcionamiento parece
ser el contrario, de promotor tumoral [para revision (380)]. También se ha
postulado que en tejido tumoral Cav-1 tiene efecto antiapoptotico, mientras que en
mama tiene el efecto contrario lo que podria deberse a los distintos inductores de
apoptosis que actian en cada tejido (389). En cuanto a las implicaciones
prondsticas de la expresion de este gen, en esta serie correlaciona inversamente con
el score de Gleason y el estadio patologico. Resultados analogos se obtienen en un
articulo publicado en 2011 en el que la expresion de este gen correlaciona
inversamente con el estadio de Gleason y con pT (390). Este comportamiento
podria deberse a que la expresion de Cav-1 en el estroma tumoral es muy alta, de
modo que grados de Gleason o estadios mas avanzados se asociarian con una baja
expresion de Cav-1, como consecuencia de una pérdida de estroma tumoral. Este
efecto se pone de manifiesto en esta serie ya que las muestras se extraen de cortes
de tejido que comprenden tanto el tumor como su tejido estromal adyacente y se
analiza la expresion génica por medio de qRT-PCR, es decir se mide la expresion
media de todas las células presentes en los cortes. En otros trabajos, la
sobreexpresion de Cav-I esta relacionada con la presencia de metastasis, recaida
bioldgica y resistencia a castracion (391) y también con el score de Gleason, pT,
afectacion ganglionar y con un menor ILP (392). Funcionalmente, se ha descrito
que la mutacion o infraexpresion de este gen combinada con otras mutaciones
puede conferir a la célula un fenotipo neoplasico y que la infraexpresion de este
gen es concomitante a la de p53 (393). Por ultimo, la expresion de Cav-1 puede
regular la actividad de PTEN, ya que ambas proteinas forman complejos protéicos
que unen a ambas proteinas a la membrana de las caveolas (394).

Integrando todos los hallazgos anteriores, existen numerosos trabajos que
ponen a punto paneles de biomarcadores que aportan informaciéon prondstica sobre
el CaP basandose bien en la expresion génica (229, 395), en conjuntos de SNP que
definen variantes génicas con implicaciones pronosticas (396), con PCP (397) o
bien con la expresion de proteinas (398).

La comparacion de perfiles de expresion obtenidos con microarrays
permite descubrir genes diferencialmente expresados entre dos condiciones como
tejido sano y tumoral. Otros ejemplos de este enfoque serian diagndstico inicial,
evaluacion del subtipo de la enfermedad, monitorizacion de respuesta al
tratamiento y prediccion de recaidas. Los experimentos con microarrays suelen
mostrar como resultado perfiles con la expresion de decenas a miles de genes.
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Ahora bien en la validacion técnica y bioldgica de estos experimentos, inicamente
unos pocos genes acaban resultando como biomarcadores potenciales (399, 400).

En cuanto a las aplicaciones de estas técnicas, un aspecto muy estudiado
con este tipo de experimentos es el potencial diagnostico de los mismos. La
incorporacion de perfiles de expresion a los algoritmos diagndsticos refina la
informacién obtenida y puede ser decisiva en casos dudosos. Kosari y cols.
desarrollaron un panel de dos genes; CCNBI estd caracteristicamente
sobreexpresado en CaP mientras que NACA infraexpresa (401). En un segundo
trabajo se desarrolla un panel con 114 genes segun las caracteristicas del estroma
que rodea al tumor, por lo que no seria necesaria la inclusion de células tumorales
en las biopsias, disminuyendo los falsos negativos por contaminacion con tejido
peritumoral (402). Por ultimo, en un trabajo de 2004 se describe un perfil génico
util en el diagndstico de CaP sin interferencias del tejido estromal adyacente (403).

Otra aplicacion de los perfiles de expresion génica es la monitorizacion del
tratamiento ya sea en el ambito de la rutina clinica o bien en ensayos clinicos. Un
ejemplo seria el perfil de expresion en casos no respondedores a docetaxel en CaP
resistente a castracion (404). También se ha publicado un perfil asociado a
resistencia a quimioterapia con dasatinib en lineas tumorales derivadas de CaP
(405).

Quizas el ambito de aplicacién mas interesante para este tipo de técnicas
sea el prondstico. Los algoritmos usados en la actualidad en tumores prostaticos
son valiosos pero mejorables, por lo que seria muy util disponer de informacion
adicional. Ping y cols. desarrollaron un perfil compuesto por la expresion de 70
genes que predicen la agresividad del tumor. Entre ellos estin AMACR, hepsin,
GSTP-1y Cav-1 (406). En un trabajo reciente, se encontré un perfil de expresion
diferencial de 128 genes en casos resistentes a castracion. Curiosamente, solo 24 de
ellos estan directamente regulados por androgenos. En este mismo trabajo se
encontré una mayor expresion de genes relacionados con la proliferacion en casos
portadores de TMPRSS2-ERG (407). Otra firma de 132 genes predice metéstasis en
tumores murinos, tres de los cuales son posibles marcadores de progresion
bioquimica en humanos (188). Por otro lado, han sido descritos genes
diferencialmente expresados en casos con un estadio de Gleason de 7 (408). En este
sentido se han encontrado 667 genes cuya expresion discrimina entre casos con
score de Gleason de 6 y otros de 8 (409). Por ultimo, Markert y cols. establecieron
perfiles de expresion: el grupo de peor prondstico se caracteriza por la expresion de
genes caracteristicos de células madre e inactivacion de p53 y PTEN; un segundo
grupo enriquecido en la expresion de TMPRSS2-ERG presenta un pronéstico
intermedio y 3 grupos mas favorables (410).

En esta tesis se ha establecido un perfil de expresion de genes previamente
relacionados con el CaP con implicaciones pronoésticas. Por un analisis de clasters
no supervisados nuestra poblacion se divide claramente en tres grupos; uno de ellos
se asocia a factores de peor pronostico (mayor cT, pT y presencia de infiltracion
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perineural), ademas de tener mayor presencia de TMPRSS2-ERG. Ello podria
indicar indirectamente que la presencia del gen de fusion es marcador de mal
pronoéstico, aunque no se ha obtenido confirmacion directa de este hecho cuando se
lleva a cabo el estudio univariable de supervivencia frente al ILPB ¢ ILP.

También se ha hipotetizado que la presencia de TMPRSS2-ERG podria
constituir dos subgrupos molecularmente independientes en CaP caracterizados por
un distinto perfil transcriptdmico. Setlur y cols (228) encuentran que el CaP que
porta el gen de fusion esta relacionado con la via de sefializacion de los receptores
estrogénicos y, ademas, los casos han sido estratificados segun perfiles de
expresion con valor pronostico. Uno de ellos esta relacionado con TMPRSS2-ERG.
En otro trabajo se usa esta aproximacion para descubrir nuevos biomarcadores en
CaP (411). En un reciente trabajo de expresion diferencial descubrid que los casos
portadores del gen de fusion tenian una expresion de CRISP3,que codifica para una
proteina secretora rica en cisteina presente en neutrofilos y plasma seminal (412),
50 veces mayor que los casos no portadores (336)

Todos los estudios mencionados seleccionan los genes candidatos por
analisis de microarrays, por lo que partiendo de un conjunto de cientos de miles de
genes elaboran perfiles de unos cientos o miles de genes diferencialmente
expresados que luego validan por qRT-PCR o por Western blot. En esta tesis se
parte de genes referenciados en la literatura como caracteristicos de tumores
prostaticos o bien relacionados con el gen de fusion y se analizan por qRT-PCR.
Posteriormente se agrupa su expresion para relacionarla con PCP y de
supervivencia. Por tanto, los resultados no son equiparables, ya que en cada trabajo
se usa una metodologia y unas muestras distintas. Pero principalmente porque no
hemos empleado lo resultados obtenidos en experimentos de microarrays como
generadores de hipotesis. No obstante, la integracion de varios marcadores en el
pronostico del CaP puede ayudar considerablemente en el manejo clinico de la
enfermedad, y la determinacion de unos pocos biomarcadores por qRT-PCR es mas
factible en la practica clinica que el uso de microarrays de expresion.

Otra aproximacion en el estudio de biomarcadores ampliamente extendida
en el ambito hospitalario, por su reducido coste y factibilidad, es Ia
inmunohistoquimica (IHQ). Aunque en la actualidad no son rutinarios en la
practica clinica habitual, a nivel investigacional se han descrito muchos, pero la
falta de métodos estandarizados en la técnica y valoracién de esta técnica, y por
otro lado a un disefio inadecuado de los estudios con poca muestra y end-points
inadecuados hace que estos biomarcadores no hayan alcanzado un uso clinico
(413).

Para nuestro estudio, se ha analizado la expresion de PTEN, Ki-67,
Caveolina-1, CD-99 y TPD52. De estas proteinas, la mas ampliamente relacionada
con CaP es la pérdida de PTEN (147, 153, 154). PTEN esta frecuentemente
inactivado en CaP, lo que implica una pérdida de su proteina. Esta inactivacion
puede deberse tanto a la pérdida de un alelo o a un silenciamento epigénetico. La
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expresion génica de PTEN es muy importante para la iniciacion y progresion del
CaP, ademés este gen puede coactuar con otros como p27 y p53 (TP53) para
promover la tumorigénesis en la prostata (199, 414). No obstante, en la serie
estudiada no se ha relacionado la pérdida de expresion de esta proteina con ninguno
de los PCP analizados.

El mismo comportamiento han mostrado Ki-67 y TPD52. La primera de
estas proteinas es un marcador de proliferacion celular cuya sobreexpresion se ha
relacionado con una mayor agresividad de tumores prostaticos (415). En cuanto a
pronodstico los resultados publicados son contradictorios, Nikoleishvili y cols
correlacionan la expresion de esta proteina con el estadio tumoral (416) mientras
que otro grupo no encuentra relacion entre la expresion de esta proteina y la recaida
bioquimica en CaP (417). Otro trabajo relaciona la expresion de Ki-67 con una
menor supervivencia libre de recaida (418).

La sobreexpresion de TPD52 esta relacionada con amplificaciones en 8q
caracteristicas del CaP (376). Esta proteina actia protegiendo a las células
tumorales prostaticas de la apoptosis inducida por la deprivacion de androgenos por
la via Stat3/Bcl2. Aumentandose, por tanto, la proliferacion y la invasividad en la
linea celular LNCaP (419, 420). Aunque en nuestra seric se relaciona la
sobreexpresion de esta proteina con una menor progresion clinica, hay dos
caracteristicas que hacen no extrapolables estos resultados con los referenciados en
la literatura cientifica. En primer lugar, los trabajos publicados analizan la funcion
proteica in vitro, y en segundo lugar, la composicion en los trabajos referenciados
las células tumorales evaden la apoptosis inducida por la deprivacion hormonal lo
que indica una mayor relevancia en CaP resistente a castracion, comportamiento
que en esta serie no esta representado. También pueden influir factores derivados
de la expresion IHQ anteriormente citados (falta de estandarizacion en la técnica y
analisis).

En cuanto a la expresion de Cav-1, a fin de refinar el analisis se ha medido
en paralelo con dos acs de distintas casas comerciales; uno de Santa Cruz (SC) y el
otro de BD. En la determinacion con el ac de BD no se pone de manifiesto ninguna
relacion significativa con PCP. No obstante, la expresion de la proteina medida con
el ac SC correlaciona con PCP de buen prondstico como una concentracion inicial
de PSA y una presencia de progresion clinica menores coincidiendo con los datos
derivados de la expresion génica de este biomarcador.

Uno de los objetivos del presente estudio es demostrar si el CaP tiene un
comportamiento diferente en funcioén del estatus del gen de fusion TMPRSS2-ERG.
En este sentido se llevd a cabo un estudio de supervivencia estratificando los casos
en funcion de esta caracteristica y encontrando distintos factores prondsticos
independientes. Asi, la serie global tiene como factores de mal prondstico de
recaida bioquimica el estadio de Gleason, la concentracion de PSA en el momento
del diagnostico y la presencia de infiltracion perineural.
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Por otro lado, los casos que no portan el gen de fusion presentan valor
prondstico independiente; la concentracion inicial de PSA, ¢T y la infiltracion
perineural mientras que los casos portadores de TMPRSS2-ERG el score de
Gleason, la concentracion de PSA en el diagnostico y la expresion de GSTP-1 y
TPD52 se definen como factores prondsticos independientes de recaida bioquimica
(ver Tabla 57 Resultados). En un trabajo de nuestro grupo usando la misma
metodologia se describié un comportamiento analogo con el ILPB definido por el
score de Gleason, cT y la presencia de margenes quirtirgicos en casos sin el gen de
fusion y la concentracion inicial de PSA, el estadio de Gleason y los margenes
quirurgicos en casos portadores de TMPRSS2-ERG (217).

Estos hallazgos previamente publicados por nuestro grupo sobre una serie
de 226 casos de PTR sin tratamiento previo se confirman parcialmente en la
presente tesis. Entre ambos trabajos hay dos diferencias. En primer lugar, la serie
presentada en esta tesis es mayor, con todos los casos tratados de inicio con PTR
sin hormono, quimio, braqui o radioterapia. En segundo lugar en esta tesis se han
incorporado al analisis de supervivencia parametros de expresion génica y proteica
lo que explica las diferencias entre los perfiles pronosticos. En ambos trabajos, cT
es un factor diferencial entre ambos grupos. El estadio de Gleason pasa a tener
valor pronoéstico independiente en el grupo de casos portadores del gen de fusion, y
en este grupo hay dos nuevos factores derivados de los datos de expresion: el gen
GSTP-1 y la proteina TPD52.

En el analisis de supervivencia multivariante de la serie global con respecto
al ILP son factores de riesgo independientes el estadio de Gleason, la expresion de
Caveolina-1 medida con el ac de SC y la expresion de TPD52. Los casos que no
portan el gen de fusion presentan como factores prondsticos la presencia de
infiltracion perineural y la expresion de Ki-67. En los casos portadores de
TMPRSS2-ERG tienen valor pronoéstico en el analisis multivariante, el score de
Gleason, la concentracion inicial de PSA y la expresion de Cav-1 medida con el ac
de SC (ver Tabla 62 Resultados). Conviene tomar estos resultados con precaucion
porque el seguimiento de esta serie es corto para andlisis de supervivencia respecto
a la recaida clinica; dado que hay 74 eventos (23,6%) de progresion clinica frente a
128 (40,8%) de progresiones bioquimicas. Por otro lado los datos de expresion de
Cav-1 SC y de TPDS52 estdn poco compensados, con un 96,7% y un 98,6%
respectivamente presentando expresion THQ, por lo que estos datos sesgan el
estudio multivariante influyendo en el resto de factores incorporados en la
regresion de Cox.

Siguiendo dentro del campo del prondstico en el CaP, es muy interesante la
incorporacion de nuevos biomarcadores en protocolos de vigilancia activa (VA) e-n
esta enfermedad. Debido a la deteccion cada vez mas precoz de los tumores
prostaticos (desde la introduccion del test del PSA) y al lento crecimiento de este
tipo de tumores. El CaP es un candidato ideal a estrategias mas conservadoras en el
manejo clinico de la enfermedad (421). Asi, la VA se define como un protocolo de
estrecho seguimiento clinico en pacientes en que la evidencia clinica indica que el
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cancer sigue un curso lento [para revision (422)]. Este tipo de manejo clinico
cuenta con la evidente ventaja de mejorar la calidad de vida de los pacientes.
Desafortunadamente, a dia de hoy carecemos de biomarcadores que permitan
distinguir con total seguridad pacientes con tumores de crecimiento lento de otros
que requieren de tratamientos mas agresivos (cirugia, braqui o radioterapia). En
este sentido se ha propuesto que el test en orina de PCA3 puede ser de ayuda
identificando pacientes que se puedan beneficiar de la VA (Nakanishi, Groskopf et
al. 2008), .pero sus resultados son contradictorios en relacion a la supervivencia
libre de biopsias con criterios de progresion patologica. En la presente tesis se ha
puesto de manifiesto que el estadio de Gleason junto con la expresion de GSTP-1
tienen un valor predictor pronostico independiente y significativo en casos
portadores de TMPRSS2-ERG (HR de 15,62 de ambos parametros en combinacion
en un analisis multivariante de supervivencia). Este hecho es especialmente
interesante en el contexto de la indicacion de la VA. De hecho, dentro de los casos
con un grado de Gleason de 7, los casos portadores del gen de fusion con
sobreexpresion de GSTP-I podrian ser candidatos a VA mientras que los que
infraexpresan este gen probablemente requeririan un tratamiento mas agresivo.
Estos prometedores resultados deben confirmarse en estudios de validacion que
podrian confirmar la expresion de GSTP-1 y la presencia del gen de fusion como
valiosos biomarcadores en el prondstico del CaP.

Otro interesante aspecto en el CaP es el analisis de las posibles diferencias
entre los tumores que s6lo recaen bioquimicamente de los que sufren progresion
clinica. No todos los tumores prostaticos con recaida bioquimica desarrollan una
progresion a nivel clinico (como una recidiva en forma de tumor localizado). Se
considera que aproximadamente un 40% de los casos en que aumentan los niveles
de PSA progresan localmente (423). También se considera que la probabilidad de
permanecer libre de enfermedad a los 5 afios tras una prostatectomia radical oscila
entre el 77% y el 80% (29). Otras series, en cambio, han estudiado esta
probabilidad en casos clinicamente favorables y en otros tumores con un fenotipo
mas agresivo siendo de un 75% y un 37% respectivamente (424). En la serie
estudiada en esta tesis compuesta por 314 casos; 128 (40,7%) recayeron
bioquimicamente, de los cuales 73 (57%) progresan clinicamente también. Se
analizaron los PCP, de expresion génica y proteica a fin de intentar elucidar un
panel prondstico diferencial en los casos que progresan. Solo se encontraron
tendencias sin alcanzar la significacion estadistica de la progresion clinica con la
sobreexpresion de la parte proximal de TMPRSS2 (exones 2 y 3), asi como con la
expresion de Cav-1 con el ac de SC.

Es resaltable que a nivel prondstico el CaP presenta unos factores de riesgo
independientes segun si presenta o no el gen de fusion, lo que es indicativo de que
las consecuencias de este reordenamiento génico transcienden la mera biologia para
definir subtipos de la enfermedad con implicaciones en el manejo clinico de los
pacientes. Los hallazgos de perfil diferencial obtenidos en nuestro trabajo previo
(217) se confirman, y enriquecen afiadiendo mayor nimero de casos y se refinan
incorporando nuevos parametros relacionados con la expresion génica y proteica de
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biomarcadores relacionados con el CaP, abriendo el campo para la determinacion
sistematica y rutinaria de nuevos biomarcadores para el mejor manejo clinico del
CaP.

La combinacion de los PCP clésicos con la presencia de TMPRSS2-ERG
pueden ser de mucha ayuda en el pronostico del CaP, y su combinaciéon con otros
biomarcadores moleculares probablemente determine una informacion prondstica
mucho maés tangible que la aportada de forma individual. De hecho, en un
metaanalisis reciente la expresion de TMPRSS2-ERG se asocia con cT en el
momento del diagndstico, pero no encontraron relacion directa con el ILPB, ILP o
la supervivencia global (425).
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5.2.- UTILIDAD DIAGNOSTICA DEL GEN DE FUSION
TMPRSS2-ERG EN LA DETECCION DE CTC EN CaP.

El objetivo de esta parte de la tesis es el desarrollo de una técnica para
cuantificar CTC de CaP y su correlacion con los principales PCP. Actualmente, el
principal factor pronéstico del curso clinico en pacientes con CaP es su
clasificacion TNM, consistente en determinar la extension de la enfermedad,
estableciendo la localizacion primaria (T), la afectacion de los ganglios regionales
(N) y de metastasis a distancian (M). Este estadiaje carece de la sensibilidad
necesaria para detectar una cantidad minima de células tumorales diseminadas por
el flujo sanguineo que constituyen la enfermedad minima residual (EMR) (260). La
monitorizacion de CTC y células tumorales diseminadas (CTD) tiene el potencial
tanto de mejorar el manejo clinico como de identificar pacientes con elevado riesgo
de progresion o recurrencia antes de que existan evidencias clinicas (426). También
identificar a priori el potencial metastatico de este tipo de tumores. Ahora bien,
para emplear esta técnica es necesario disponer de un biomarcador especifico de
CaP, y TMPRSS2-ERG puede asumir este rol. Los genes de fusion son alteraciones
formadas de novo en el tumor y que ya han sido usados con éxito en la deteccion
de CTC en otros tipos de cancer (427).

En primer término, adoptamos un enfoque para la deteccion de CTCs
basado en una cuantificacion absoluta por RT-PCR cuantitativa extrapolando los
resultados a una curva de concentraciones conocidas de diluciones de la linea
celular VCaP portadora de TMPRSS2-ERG (300, 428). Para la deteccion en tiempo
real del transcrito del gen de fusion se us6 SYBR Green que es un fluoréforo que
se intercala en la doble hebra del DNA conforme se va llevando a cabo la reaccion
de amplificacion (429). Tiene la desventaja que se une tanto al amplicon como a
productos inespecificos, asi como a dimeros de cebadores, siendo frecuentes, por
tanto, los falsos positivos. Todos estos motivos hicieron necesario la puesta a punto
de otro método para la cuantificacion de CTCs. A tal fin se adoptd un enfoque de
cuantificacion por pldsmidos con sondas y primers especificamente disefiados para
nuestras secuencias diana, andlogo al descrito por Gabert y cols. para el estudio del
gen de fusion BCR-ABL en leucemia mieloide cronica (241), incluyendo una sonda
que detectara un gen control (4BL), después se elabora un ratio entre la expresion
del gen diana y la del gen control, normalizando asi los resultados a la cantidad de
muestra analizada. Esta técnica no es la inica usada en la deteccion de CTCs,
también existen otras basadas en ICQ y en menor medida en FISH y CGH. Si bien
la RT-PCR es mas sensible, también es cierto que tiene elevado riesgo de falsos
positivos debidos a contaminacion cruzada. Las técnicas basadas en ICQ tienen un
paso previo de enriquecimiento por seleccion de los tipos celulares que vamos a
analizar. De hecho el unico método de deteccion de CTCs aprobado por la FDA es
CellSearch® Veridex que en una primera etapa captura las CTC por captacion
inmunomagnética con ac antiEpCAM. Este método estd aprobado para cancer de
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colon, mama y préstata metastatico, tumores con una mayor carga tumoral que los
primarios estudiados en este trabajo. De modo que en estos métodos no hay
amplificacion del material génico como en los métodos basados en qRT-PCR, pero
se parte de un material de partida rico en CTCs.

En un trabajo de 1994, Seiden y cols emplean la técnica RT-PCR para
detectar transcritos del gen PSA en sangre periférica, detectando estas células tanto
en estadios iniciales como metastaticos del CaP (430). Este interesante trabajo tiene
varios problemas; por un lado, la expresion del gen PSA no es totalmente
especifica de CaP. Por otro, la técnica no proporciona resultados cuantitativos, s6lo
cualitativos. Posteriormente, en 2006, el grupo de Stathopoulou si que detectd de
forma mas concluyente CTCs de cancer de mama mediante qRT-PCR detectando
la expresion génica de CK-19 un componente del citoesqueleto de células
epiteliales (285). Nuevamente estos resultados no son comparables a los de nuestro
estudio debido a que en este trabajo no se usa un marcador especifico del cancer de
mama, si no un marcador de células epiteliales, y por tanto estan asumiendo que
cualquier célula epitelial en sangre procede del tumor mamario. La misma puncion
en el momento de la toma de la muestra la puede contaminarla con células de la
piel. Por otro lado, al igual que en el presente trabajo, en la deteccion de la
expresion de CK-19 utilizan sondas especificas.

En este trabajo se ha analizado la presencia del transcrito de TMPRSS2-
ERG en una serie de 152 piezas de PTR, de las cuales se dispone de SP pre-
prostatectomia en 133 casos. En cada uno de ellos se analizé la presencia de
TMPRSS2-ERG por qRT-PCR. Treinta y tres (23,07%) de estas muestras
expresaron el transcrito de TMPRSS2-ERG. Centrandonos en estas muestras
portadoras de CTC, 13 (39,4%) portaban el gen de fusion en la pieza FFPE; esta
diferencia entre el status del gen de fusion en SP y en FFPE puede deberse a la
naturaleza multifocal del tumor primario (431, 432), asi como a la incapacidad de
esta técnica para detectar clones divergentes dentro del tumor primario (433) y a las
diferencia de sensibilidad entre las técnicas usadas en la deteccion de TMPRSS2-
ERG en SPy en la pieza quirtrgica. En el analisis de la presencia del transcrito del
gen de fusion en las muestras obtenidas en el seguimiento clinico, 29 pacientes
negativizaron los niveles tanto de CTC como de PSA a partir de la segunda toma,
pero P1, en recaida bioquimica, no negativizdo PSA pero si CTC. Mientras que P12,
P13 y P26 no negativizaron la expresion de TMPRSS2-ERG aunque si la
concentracion de PSA. P3 positivizo los niveles de PSA a partir de la segunda toma
pero no el nivel de CTC. Es interesante resaltar el hecho de que P2, P3, P7, P8 y
P15 positivizaron el nivel de CTC en tomas intermedias del seguimiento sin sufrir
una recaida bioquimica. Mencion aparte merece el caso de P9 que positivizé CTC
en la quinta toma, para posteriormente negativizarlo en la sexta.

Otro de los problemas en el uso clinico de CTCs es el establecimiento de
un punto de corte con significacion pronodstica o en la monitorizacion. En un
trabajo se asocia la presencia de menos de 5 CTC en 7,5 ml de sangre como
indicador de pronodstico favorable en tumores prostaticos resistentes a castracion
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(434). En otro trabajo la presencia de CTC alcanz6 valor pronoéstico independiente
en un analisis de supervivencia multivariante (243). Debido al bajo nimero de CTC
presentes en los casos incluidos en esta serie se ha optado por tratar la presencia de
CTC como una variable cualitativa al no contar con una carga celular circulante
suficiente para intentar establecer un punto de corte adecuado.

Mao y col. analizan la presencia de este mismo transcrito de fusion en 27
biopsias de prostatectomias y también en células sanguineas aisladas de 15 casos
de enfermedad avanzada androgeno-independiente En las piezas de prostatectomia
detectaron el transcrito de fusion en un 44% de los casos, aunque al contrario de
nuestra serie, en este trabajo no detectan el transcrito de la fusion por RT-PCR en
ninguna de las 15 CTC si bien por FISH si que encontraron esta lesion génica en 10
de las 15 CTCs (225). La explicacion de esta aparente contradiccion puede residir
en el hecho de que en estadios tardios del CaP TMPRSS2-ERG deja de expresarse
si bien la lesion génica permanece en el genoma de la célula cancerosa (191) y por
tanto puede detectarse por FISH. Ahora bien la deteccion de CTC por qRT-PCR
tiene mayor sensibilidad que la técnica de FISH. Por otro lado la deteccion del gen
de fusion en muestras con una celularidad tan baja como esta puede ser muy
complicada tanto a nivel técnico como analitico. Otro interesante trabajo
enmarcado en un ensayo clinico del acetato de abiraterona monitoriza CTC en
pacientes resistentes a castracion tratados con este farmaco utilizando como
biomarcador de respuesta al tratamiento, el gen de fusion TMPRSS2-ERG (297).

El caso paradigmatico del uso de CTCs para monitorizar la EMR es la
leucemia mieloide cronica, en la que se detectan las células en sangre periférica por
la misma naturaleza del tumor (435-437). Caso distinto son los tumores solidos,
dado que las células en sangre estan en muy poca cantidad, ya que se descaman del
tumor y pasan al sistema circulatorio, siendo en ultimo término responsables de
fendmenos de progresion a distancia, metastasis y microémbolos. Por tanto en este
tipo de tumores sera mucho mas sencillo y fiable detectar estas CTCs en el caso de
canceres metastaticos (225, 295), que en la serie analizada en el presente trabajo
que consiste en pacientes recién prostactetomizados y sin haber recibido
hormonoterapia ni quimioterapia, y por tanto, esta serie esta mayoritariamente
compuesta por casos organoconfinados. Recientemente se han publicado estudios
que analizan la presencia de TMPRSS2-ERG en CTC en CaP avanzado y
hormonorresistente como marcador de respuesta a acetato de abiraterona, fArmaco
que actia inhibiendo el citocromo P17 (297, 426), asi como otro trabajo en el que
se analiza la presencia de CTC en estadios mas tempranos del CaP (243). A
diferencia de los resultados obtenidos en este ultimo trabajo, en esta tesis no se han
encontrado relaciones entre la presencia de CTC y factores pronodsticos lo que
puede deberse al escaso numero de eventos de progresion en esta serie.

En definitiva, en esta tesis se pone a punto una técnica basada en qRT-
PCR, que se muestra muy util en la deteccion de CTCs en CaP no metastatico. Es
obvio el interés de la deteccion de este tipo de células en el diagnostico, prondstico,
seguimiento de la enfermedad y monitorizacion de farmacos. Los datos de este
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trabajo son prometedores aunque la técnica seria mejorable usando un
enriquecimiento de CTC mediante ac especificos. Por su parte,la serie prospectiva
de muestras esta disefiada de forma que proporcione la méxima cantidad de
informaciéon. No obstante, dado que no analizamos tumores avanzados o
metastaticos hace que requiera una técnica de gran sensibilidad y por otro lado
seria interesante disponer de un mayor seguimiento a fin de extraer conclusiones
mas solidas principalmente respecto al prondstico de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

A la luz de los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis podemos
extraer las siguientes conclusiones:

1.- La frecuencia del gen de fusion TMPRSS2-ERG en la poblacion de
pacientes con CaP tratados clinicamente con prostatectomia radicales del

47,8%, siendo la variante T1E4 mas frecuente (39,8%) que la variante
T1ES (5,4%).

2.-Aunque FISH es el estandar en la deteccion de genes de fusion, la
técnica de RT-PCR presenta una sensibilidad del 81 %, una especificidad
del 87 % un Valor Predictivo Positivo del 86 % y un Valor Predictivo
Negativo del 82 % lo que hace esta técnica adecuada para la determinacion
del gen de fusion.

3- La presencia del gen de fusion TMPRSS2-ERG estd directamente
relacionada con la expresion de ERG y HEPSIN e inversamente
relacionado con la expresion de ETVIy ETV4.

4- La fusién génica TMPRSS2-ERG correlaciona significativamente con la
presencia de infiltracion perineural.

5- Los parametros clinicopatologicos de CaP analizados muestran
asociaciones con las variables moleculares estudiadas indicando su
implicacion en la progresion de la enfermedad. Asi por ejemplo, cabe
destacar que el estadio de Gleason esté relacionado con la expresion génica
de PCA3, HEPSIN y Cav-1. La concentracion sérica de PSA correlaciona
con la expresion de los genes PCA3, HEPSIN, AMACR y de las proteinas
Cav-1 y TPD52. Y el estadio patologico esta relacionado con la expresion
de los siguientes genes: HEPSIN, AMACR, ERG y Cav-1.

6- La progresion bioquimica se relaciona con la expresion de ETV4,
HEPSIN, GSTP-1'y AMACR y la progresion clinica esta estadisticamente
relacionada con la expresion génica de Cav-1, y de su proteina.

7- El andlisis por clusters no supervisados segun la expresion de los genes
analizados estratifica la serie en 3 grupos que correlacionan con los
estadios clinico y patolégico y con la presencia de infiltracion perineural en
la muestra.
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8.- El andlisis de supervivencia multivariante respecto al intervalo libre de
progresion bioquimica presenta distintos resultados segiin la composicion
de casos estudiada. Mientras que para la serie completa tienen valor
prondstico independiente el estadio de Gleason, la concentracion sérica de
PSA y la presencia de infiltracion perineural. Los casos que no portan el
gen de fusion tienen como factores de riesgo de recaida la concentracion
inicial de PSA, el estadio clinico y la presencia de infiltracion perineural.
Por tltimo, los casos portadores del gen de fusion el estadio de Gleason, la
concentracion sérica de PSA, la expresion génica de GSTP-1 y la expresion
proteica de TPD-52 tienen valor pronodstico.

9.- La combinacion de los parametros Gleason y los niveles de expresion
de GSTP-1 definen 5 grupos de pacientes con un comportamiento biologico
claramente diferenciado en cuanto al intervalo libre de progresion
bioquimica. Esta combinacion de parametros podria ser tutil en contextos
clinicos como la vigilancia activa.

10.- Se ha establecido un método sensible para medir células tumorales
prostaticas circulantes en sangre periférica mediante cuantificacion
absoluta por PCR cuantitativa, siendo la incidencia del gen de fusion en
sangre periférica del 24,8%.

11.- La presencia del gen de fusion en sangre periférica no correlaciona con
ninguno de los parametros clinicopatologicos estudiados, si bien el tiempo
de seguimiento de esta serie es todavia corto como para extraer
conclusiones definitivas.
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