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5-FU: 5-fluoracilo

ACD: adenocarcinoma ductal

ACDP: adenocarcinoma ductal de pancreas

ADN: &cido desoxirribonucleico

ADNCc: acido desoxirribonucleico complementario
ADOAC: catarata y atrofia dptica autosomica dominante
ARN: &cido ribonucleico

ARNM: acido ribonucleico mensajero

CCR: cancer colorrectal

CDK: cinasas dependientes de ciclinas

CPNM: carcinoma pulmon no microcitico

CSCs: cancer stem cells o células madre tumorales
DPC: duodenopancreatectomia cefalica

ECM: matriz extracelular

EUS: ultrasonografia endoscopica

ABREVIATURAS

EUS-PAAF: puncion aspiracién con aguja fina guiada por EUS

FA: anemia de Fanconi

FAMMM: sindrome familiar del melanoma y nevus atipicos maltiples

FDA: U.S. Food and Drug Administration
HNF: factor nuclear hepatocitario

HNPCC: céancer de colon hereditario no-polipésico.

HSAN I1B: neuropatia autonomica y sensorial hereditaria de tipo 11B

IHQ: inmunohistoquimica
IPMN: neoplasia mucinosa papilar intraductal
LMA: leucemia mieloide aguda

LMD: microdiseccion laser



LNR: “lymph node ratio” o relacion ganglionar linfatica
MCN: neoplasia quistica mucinosa

MMPs: metaloproteinasas de la matriz

MODY 1: maturity-onset diabetes of the young, tipo 1
MSI: inestabilidad de microsatélites

NGS: next-generation sequencing

PAAF: puncion aspiracion con aguja fina

PanIN: neoplasia intraepitelial pancreéatica

PC: pancreatitis cronica

PET: tomografia por emision de positrones

PSC: células pancreaticas estrelladas

RNM: resonancia nuclear magnética

SEAP: Sociedad Espafiola de Anatomia Patoldgica
SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia Médica
TCM: tomografia computarizada multicorte

TNM: sistema de estadiaje de los tumores malignos (T: tamafio del tumor ; N:
afectacién o no de los ganglios linfaticos regionales ; M: presencia o0 no de
metastasis a distancia)

UV: ultravioleta
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GENES Y PROTEINAS

ABCB9: ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 9 (TAPL,
EST122234)

ABL2: c-abl oncogene 2, non-receptor tyrosine kinase (ARG; ABLL)

ACSL5: acyl-CoA synthetase long-chain family member 5 (ACS2; ACSS5;
FACLD5)

ACTG2: actin, gamma 2, smooth muscle, enteric (ACT; ACTE; ACTASZ;
ACTL3; ACTSG)

AKTL1: v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 (AKT; PKB; RAC;
CWS6; PRKBA; PKB-ALPHA; RAC-ALPHA)

AKT?2: v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2 (PKBB; PRKBB;
HIHGHH; PKBBETA; RAC-BETA)

ALK: anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase (CD246; NBLST3)
ALKS5: ver también TGFBR1

AMER1: APC membrane recruitment protein 1 (WTX; OSCS; FAM123B,;
RP11-403E24.2)

AMLL: ver RUNX1
ANKS4B: ankyrin repeat and sterile alpha motif domain containing 4B (HARP)
ANXAL: annexin A1 (ANX1; LPC1)

ANXAZ: annexin A2 (P36; ANX2; LIP2; LPC2; CAL1H; LPC2D; ANX2L4;
PAP-IV; HEL-S-270)

ANXA2P2: annexin A2 pseudogene 2 (LPC2B; ANX2L2; ANX2P2)
AP2a: ver TFAP2A
APC: adenomatous polyposis coli (GS; DP2; DP3; BTPS2; DP2.5; PPP1R46)

ARID1A: AT rich interactive domain 1A (SWI-like) (ELD; B120; OSA1; P270;
hELD; BM029; MRD14; hOSA1; BAF250; Clorf4; BAF250a; SMARCF1)

ARNTLZ2: aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like 2 (CLIF; MOP9;
BMALZ2; PASD9; bHLHe6)
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ATDC: ver ATM

ATM: ataxia telangiectasia mutated (AT1; ATA; ATC; ATD; ATE; ATDC;
TEL1; TELO1)

ATP11B: ATPase, class VI, type 11B (ATPIF; ATPIR)
ATP4A: ATPase, H+/K+ exchanging, alpha polypeptide

ATP8A2: ATPase, aminophospholipid transporter, class I, type 8A, member 2
(IB; ATP; ML-1; ATPIB; CAMRQ4)

AURKA: aurora kinase A (AIK; ARK1; AURA; BTAK; STK6; STK7; STK15;
AURORAZ2; PPP1RA47)

BAD: BCL2-associated agonist of cell death (BBC2; BCL2L38)

BCL6: B-cell CLL/lymphoma 6 (BCL5; LAZ3; BCL6A; ZNF51; ZBTB27)
BIRCS5: baculoviral AP repeat containing 5 (AP14; EPR-1)

BMAL2: ver ARNTL2

BNIP3L: BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3-like (NIX;
BNIP3a)

BRAF: v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B (NS7; BRAFI;
RAFBL1; B-RAF1)

BRCAL: breast cancer 1, early onset (IRIS; PSCP; BRCAI; BRCC1; PNCA4;
RNF53; BROVCAL; PPP1R53)

BRCAZ2: breast cancer 2, early onset (FAD; FACD; FAD1; GLM3; BRCC2;
FANCB; FANCD; PNCA2; FANCD1; BROVCA?2)

C120RF36: ver ACSL5

C1QB: complement component 1, g subcomponent, B chain
C220RF40: ver CDPF1

C4BPB: complement component 4 binding protein, beta (C4BP)
CAQ9: carbonic anhydrase IX (MN; CAIX)

CASP8: caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase (CAP4; MACH; MCHS5;
FLICE; ALPS2B; Casp-8)

CASP9: caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase (MCH6; APAF3;
APAF-3; PPP1R56; ICE-LAP6)
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CCDC93: coiled-coil domain containing 93

CCK: cholecystokinin

CCKBR: cholecystokinin B receptor (GASR; CCK-B; CCK2R)

CCL24: chemokine (C-C motif) ligand 24 (Ckb-6; MPIF2; MPIF-2; SCYA24)
CCNC: cyclin C (CycC)

CCND1: cyclin D1 (BCL1; PRAD1; U21B31; D11S287E)

CD24: CD24 molecule (CD24A)

CD44: CD44 molecule (Indian blood group) (IN; LHR; MC56; MDU2; MDUS;
MIC4; Pgpl; CDW44; CSPG8; HCELL; HUTCH-I; ECMR-III)

CD59: CD59 molecule, complement regulatory protein (1F5; EJ16; EJ30; EL32;
G344; MIN1; MIN2; MIN3; MIRL; HRF20; MACIF;, MEM43; MIC11;
MSK21; 16.3A5; HRF-20; MAC-IP; p18-20)

CD9: CD9 molecule (MIC3; MRP-1; BTCC-1; DRAP-27; TSPAN29; TSPAN-
29)

CDC34 cell division cycle 34 (UBC3; UBCH3; UBE2R1; E2-CDC34)
CDHL17: cadherin 17, LI cadherin (liver-intestine) (HPT1; CDH16; HPT-1)
CDKG6: cyclin-dependent kinase 6 (PLSTIRE)

CDKNI1A: cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21; CIP1; SDI1; WAF1,;
CAP20; CDKNL1; MDA-6; p21CIP1)

CDKN1B cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (P27; KIP1; MEN4; CDKN4;
MEN1B; P27KIP1)

CDKN2A: cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (ARF; MLM; P14; P16; P19;
CMM2; INK4; MTS1; TP16; CDK4l; CDKN2; INK4A; MTS-1; P14ARF;
P19ARF; P16INK4; P16INK4A; P16-INK4A)

CDPF1: cysteine-rich, DPF motif domain containing 1 (C220rf40)

CEACAML.: carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 (biliary
glycoprotein) (BGP; BGP1; BGPI)

CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (ATP-binding
cassette sub-family C, member 7) (CF; MRP7; ABC35; ABCC7; CFTR;MRP;
TNR-CFTR; dJ760C5.1)

CIP1: ver también CDKN1A
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CISH: cytokine inducible SH2-containing protein (CIS; G18; SOCS; CIS-1;
BACTS2)

CKY: ver KRT7

CKS2: CDC28 protein kinase regulatory subunit 2 (CKSHS2)

CLDNLI: claudin 1 (CLD1; SEMP1; ILVASC)

CLECA4F: C-type lectin domain family 4, member F (KCLR; CLECSF13)
c-Myc: ver MYC

CNNL1: calponin 1, basic, smooth muscle (SMCC; Sm-Calp; HEL-S-14)
COL11A1: collagen, type XI, alpha 1 (STL2; COLL6; CO11A1)
COL1AZ1: collagen, type I, alpha 1 (Ol14)

COL1AZ2: collagen, type I, alpha 2 (O14)

COLG6AZ2: collagen, type VI, alpha 2 (PP3610)

Connexin 26: ver GJB2

COX1: ver PTGS1

COX2: ver PTGS2

CSF2RA: colony stimulating factor 2 receptor, alpha, low-affinity (granulocyte-
macrophage) (GMR; CD116; CSF2R; SMDP4; CDw116; CSF2RX; CSF2RY;
GMCSFR; CSF2RAX; CSF2RAY; GM-CSF-R-alpha)

CTBS: chitobiase, di-N-acetyl- (CTB)

CTNNBL: catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa (CTNNB;
MRD19; armadillo)

CXCL12: chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (IRH; PBSF; SDF1; TLSF;
TPARL; SCYB12)

CXCR4: chemokine (C-X-C motif) receptor 4 (FB22; HM89; LAP3; LCR1;
NPYR; WHIM; CD184; LESTR; NPY3R; NPYRL; HSY3RR; NPYY3R;
D2S201E)

Cyclin C: ver CCNC
Cyclin D1: ver CCND1

CYP2B7P1: cytochrome P450, family 2, subfamily B, polypeptide 7,
pseudogene (CYP2B; CYP2B7; CYP2B7P1)
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DCUN1D3: DCN1, defective in cullin neddylation 1, domain containing 3
(44M2.4)

DDX47: DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 47 (RRP3; E4-DBP;
HQO0256; MSTP162)

DEGSL1: delta(4)-desaturase, sphingolipid 1 (MLD; DEGS; DES1; Des-1,
FADS7; MIG15; DEGS-1)

DHPS: deoxyhypusine synthase (DS; DHS; MIG13)

DHRS12: dehydrogenase/reductase (SDR family) member 12 (SDR40C1)
DKFZP686115217: ver LINC01011

DLL1: delta-like 1 (Drosophila) (DL1; Delta; DELTAL)

DLL3: delta-like 3 (Drosophila) (SCDO1)

DLL4: delta-like 4 (Drosophila) (hdelta2)

DNMBP-AS1: DNMBP antisense RNA 1 (bA287G8.2; NCRNA00093)
DOKT7: docking protein 7 (CMS1B; C4orf25)

DPC4: ver SMAD4

E2-CDC34: ver CDC34

E2F1: E2F transcription factor 1 (RBP3; E2F-1; RBAP1; RBBP3)
EDEMS3: ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 3 (Clorf22)
EGF: epidermal growth factor (URG; HOMG4)

EGFR: epidermal growth factor receptor (ERBB; HER1; mENA; ERBBI;
PIG61)

EIF2AKL1: eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 1 (HCR; HRI)

EIF3A: eukaryotic translation initiation factor 3, subunit A (EIF3; P167; p180;
pl185; TIF32; EIF3S10; elF3-p170; elF3-theta)

EIF4E2: eukaryotic translation initiation factor 4E family member 2 (4EHP;
IF4e; 4E-LP; EIFAEL3)

EIF4EL3: ver EIF4E2
ENO2: enolase 2 (gamma, neuronal) (NSE; HEL-S-279)
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EPHB2: EPH receptor B2 (DRT; EK5; ERK; CAPB; Hek5; PCBC; EPHTS3;
Tyro5)

ERBBL1: ver EGFR

ERBB2: v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2
(NEU; NGL; HER2; TKR1; CD340; HER-2; MLN 19; HER-2;neu)

ERBB3: v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3
(HERS3; LCCS2; ErbB-3; c-erbB3; erbB3-S; MDA-BF-1; c-erbB-3; pl180-
ErbB3; p45-sErbB3; p85-sErbB3)

ERBB4: v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4
(HER4; ALS19; p180erbB4)

ERK: ver EPHB2

ERN1: endoplasmic reticulum to nucleus signaling 1 (IRE1; IRELP; IRE1la;
hIRE1p)

ETS1: v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1(ETS-1,;
EWSR?2)

ETS2: v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 (ETS2IT1)
F2R: coagulation factor 11 (thrombin) receptor (TR; HTR; CF2R; PARL; PAR-1)
FAK: ver PTK2

FAM123B: ver AMER1

FAM134B: family with sequence similarity 134, member B (JK1; JK-1)
FANCA: Fanconi anemia, complementation group A (BRCA2)

FANCB : Fanconi anemia, complementation group B (BRCA2)

FANCC : Fanconi anemia, complementation group C (BRCAZ2)

FANCDZ1: Fanconi anemia, complementation group D1 (BRCA2)

FANCD?2 : Fanconi anemia, complementation group D2 (BRCA2)

FANCE : Fanconi anemia, complementation group E (BRCAZ2)

FANCF : Fanconi anemia, complementation group F (BRCA2)

FANCG: Fanconi anemia, complementation group G (BRCA2)

FLJ10996: ver CCDC93
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FLOT2: flotillin 2 (ESA; ECS1; ESA1L; ECS-1; M17S1)

FOS B: ver FOS

FOS: FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B (p55; AP-1; C-FOS)
FOXAL: forkhead box Al (HNF3A; TCF3A)

FOXD2-AS1: FOXD2 antisense RNA 1 (head to head)

FOXD4: forkhead box D4 (FKHL9; FOXD4A; FREACS; FREAC-5)

FOXL1: forkhead box L1 (FKH6; FKHL11; FREAC7)

FOXML1: forkhead box M1 (MPP2; TGT3; HFH11;, HNF-3; INS-1; MPP-2;
P1G29; FKHL16; FOXM1B; HFH-11; TRIDENT; MPHOSPH2)

FOXP3: forkhead box P3 (JM2; AIID; IPEX; PIDX; XPID; DIETER)
FSCNL1.: fascin actin-bundling protein 1 (HSN; SNL; p55; FAN1)
GABRAZ2: gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, alpha 2
GABRE: gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, épsilon

GADD45A: growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha (DDIT1;
GADDA45)

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (G3PD; GAPD; HEL-S-
162eP)

GAST: gastrin (GAS)
GATAZ3: GATA binding protein 3 (HDR; HDRS)
GATAG: GATA binding protein-6

GJB2: gap junction protein, beta 2, 26kDa (HID; KID; PPK; CX26; DFNA3;
DFNB1; NSRD1; DFNA3A; DFNB1A)

GLG1: golgi glycoprotein 1 (CFR-1; ESL-1; MG160; MG-160; RP11-
252A24.7)

GPR177: ver WLS
GSG1: germ cell associated 1
GSTAZ1: glutathione S-transferase alpha 1 (GST2; GTH1; GSTA1-1)

GUCAZ2A: guanylate cyclase activator 2A (guanylin) (GUCA2; STARA,
GCAP-I)
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GZMA: granzyme A (granzyme 1, cytotoxic T-lymphocyte-associated serine
esterase 3) (HFSP; CTLA3)

HER1: ver EGFR

HER2: ver ERBB2
HER3: ver ERBB3
HER4: ver ERBB4

HGF: hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factor) ( SF; HGFB,;
HPTA; F-TCF; DFNB39)

HIF1: ver HIF1A

HIF1A: hypoxia inducible factor 1, alpha subunit (basic helix-loop-helix
transcription factor) (HIF1; MOP1; PASDS8; HIF-1A; bHLHe78; HIF-1lalpha;
HIF1-ALPHA)

HIP/PAP: ver REG3A

HLA-DPB1: major histocompatibility complex, class 1l, DP beta 1 (DPBI,
HLA-DP; HLA-DPB; HLA-DP1B)

hLKB1: ver STK11
HMGAL: high mobility group AT-hook 1 (HMG-R; HMGIY; HMGA1A)

HMGAZ2: high mobility group AT-hook 2 (BABL; LIPO; HMGIC; HMGI-C;
STQTLY9)

HMGI-C: ver HMGA?2

HNF4A: hepatocyte nuclear factor 4, alpha (TCF; HNF4; MODY; MODY1],
NR2AL; TCF14; HNF4a7; HNF4a8; HNF4a9; NR2A21; HNF4alpha)

HNRNPAB: heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B (ABBP1; HNRPAB)
HSP27: ver HSPB1

HSPB1: heat shock 27kDa protein 1 (CMT2F;, HMN2B; HSP27; HSP28;
Hsp25; SRP27; HS.76067; HEL-S-102)

IF127 interferon, alpha-inducible protein 27 (P27; 1ISG12; FAM14D; ISG12A)
IFNG: interferon, gamma (IFG; IFI)

IGF1: insulin-like growth factor 1 (somatomedin C) (IGFI; IGF-1; IGF1A)
IGF1R: insulin-like growth factor 1 receptor (IGFR; CD221; IGFIR; JTK13)
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IHPK3: ver IP6K3

IKBKG: inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase
gamma (IP; IP1; IP2; FIP3; IPD2; NEMO; FIP-3; Fip3p; AMCBX1; ZC2HC9;
IKK-gamma)

IL13: interleukin 13 (P600; 1L-13)
IL-6: interleukin 6 (interferon, beta 2) (HGF; HSF; BSF2; IL-6; IFNB2)

IL-8: interleukin 8 (NAF; GCP1; LECT; LUCT; NAP1; CXCLS8; GCP-1;
LYNAP; MDNCF; MONAP; NAP-1)

INK4: ver CDKN2A

IP6K3: inositol hexakisphosphate kinase 3 (IHPK3; INSP6K3)

ITGBL1: integrin, beta-like 1 (with EGF-like repeat domains) (OSCP; TIED)
JAGL: jagged 1 (AGS; AHD; AWS; HJ1; CD339; JAGL1)

JAG2: jagged 2 (HJ2; SER2)

JAK1: Janus kinase 1 (JTK3; JAK1A; JAK1B)

JMJD4: jumonji domain containing 4

JUP: junction plakoglobin (DP3; PDGB; PKGB; CTNNG; DPIII; ARVD12)
KDM1A: lysine (K)-specific demethylase 1A (AOF2; KDM1; LSD1; BHC110)
Keratin 7: ver KRT7

KIAA0513: KIAA0513

KIF20A: kinesin family member 20A (MKLP2; RAB6KIFL)

KIP1: ver CDKN1A

KLF6: Kruppel-like factor 6 (GBF; ZF9; BCD1; CBALl; CPBP; PAC1; ST12;
COPEB)

KPRP: keratinocyte proline-rich protein (Clorf45)

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (NS; NS3; CFC2; KRASI;
KRAS2; RASK2; KI-RAS; C-K-RAS; K-RAS2A; K-RAS2B; K-RAS4A; K-
RAS4B)

KRT7: keratin 7 (K7; CK7; SCL; K2C7)
KYNU: kynureninase
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LAMC?2 : laminin, gamma 2 (B2T; CSF; EBR2; BM600; EBR2A; LAMB2T;
LAMNB?2)

LI-cadherin: ver CDH17

LINCO01011: long intergenic non-protein coding RNA 1011
LKB1: ver STK11

LMNBL1: lamin B1 (LMN; ADLD; LMNZ2; LMNB)
LOC650293: seven transmembrane helix receptor
LRRC14: leucine rich repeat containing 14 (LRRC14A)
LRRC23: leucine rich repeat containing 23 (LRPB7)
LSD1: ver KDM1A

MAP2K1: mitogen-activated protein kinase kinase 1 (CFC3; MEK1; MKK1;
MAPKK1; PRKMK1)

MAP4K4: mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4 (HGK; NIK;
MEKKK4; FLH21957; HEL-S-31)

MAPKZ1: mitogen-activated protein kinase 1 (ERK; p38; p40; p4l, ERKZ2;
ERT1; ERK-2; MAPK2; PRKM1; PRKM2; PA2MAPK; p41lmapk; p42-MAPK)

Maspin: ver SERPINB5

MBOAT2: membrane bound O-acyltransferase domain containing 2 (OACT2;
LPCAT4)

MCAM: melanoma cell adhesion molecule (CD146; MUC18)
MEKZ1: ver MAP2K1

Mesothelin: MSLN

MEST: mesoderm specific transcript (PEG1)

MET: met proto-oncogene (HGFR; AUTS9; RCCP2; c-Met)

MFI12: antigen p97 (melanoma associated) identified by monoclonal antibodies
133.2 and 96.5 (MTF1; CD228; MAP97)

MGC12982: ver FOXD2-AS1
MLHZ1: mutL homolog 1 (FCC2; COCA2; HNPCC; hMLH1; HNPCC2)
MMP11: matrix metallopeptidase 11 (stromelysin 3) (ST3; SL-3; STMY?3)
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MMP14: matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted) (MMP-14; MMP-X1,
MT-MMP; MT1IMMP; MTMMP1; WNCHRS; MT1-MMP; MT-MMP 1)

MMP2: matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa type
IV collagenase) (CLG4; MONA; CLG4A; TBE-1; MMP-II)

MMP7: matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine) (MMP-7; MPSL1;
PUMP-1)

MMP9: matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type
IV collagenase) (GELB; CLG4B; MMP-9; MANDP2)

MPZL3: myelin protein zero-like 3

MSH2: mutS homolog 2 (FCC1; COCA1; HNPCC; LCFS2; HNPCC1)
MSH6: mutS homolog 6 (GTBP; HSAP; p160; GTMBP; HNPCC5)
MSLN: mesothelin (MPF; SMRP)

MT3: metallothionein 3 (GIF; GIFB; GRIF; ZnMT3)

MTHFD2: methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ dependent) 2,
methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase (NMDMC)

MTOR: mechanistic target of rapamycin (serine/threonine Kkinase) (FRAP;
FRAP1; FRAP2; RAFT1; RAPT1)

MUC17: mucin 17, cell surface associated (MUC3)
MUC18: ver MCAM
MUC4: mucin 4, cell surface associated (ASGP; MUC-4; HSA276359)

MUCS5B: mucin 5B, oligomeric mucus/gel-forming (MG1; MUC5; MUCY9;
MUC-5B)

MYC: v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog (MRTL; MYCC;
c-Myc; bHLHe39)

MYH11: myosin, heavy chain 11, smooth muscle (AAT4; FAA4; SMHC;
SMMHC)

MYLK: myosin light chain kinase (KRP; AAT7; MLCK; MLCK1; MYLK1;
smMLCK; MLCK108; MLCK210; MSTP083)

NCRNAO00093: ver DNMBP-AS1
NDKA: ver NME1
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NEDDS5: ver SEPT?2
NEMO: ver IKBKG

NFKBL1: nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
1 (p50; KBF1; pl05; EBP-1; NF-kB1; NFKB-p50; NFkappaB; NF-kappaB;
NFKB-p105; NF-kappa-B)

NFKBIZ: nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor, zeta (IKBZ; INAP; MAIL)

NME1: NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 1 (NB; AWD; NBS;
GAAD; NDKA; NM23; NDPKA; NDPK-A; NM23-H1)

NOTCH1: notch 1 (hN1; TANL1)

NOTCH2: notch 2 (hN2; AGS2; HICYS)
NOTCHS3: notch 3 (IMF2; CASIL; CADASIL)
NOTCH4: notch 4 (INT3; NOTCH3)

NR4AL: nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 (HMR; N10; TR3;
NP10; GFRP1; NAK-1; NGFIB; NUR77)

NSE: ver ENO2

NUP35: nucleoporin 35kDa (MP44; NP44; MP-44; NUP53)
OACT2: ver MBOAT2

OSBPLY7: oxysterol binding protein-like 7 (ORP7)

OSGEP: O-sialoglycoprotein endopeptidase (KAE1; GCPL1; OSGEP1;
PRSMG1)

OXSR1: oxidative stress responsive 1 (OSR1)
P14: ver SF3B14

P16: ver CDKN2A

P16-INK4A: ver CDKN2A

p185: ver EIF3A

P21: ver CDKN1A

P27: ver CDKN1B

P53: ver TP53
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PAIL: ver SERPINEL
PAI-1: ver SERPINE1
PALB2: partner and localizer of BCRA2 (FANCN; PNCA3)

PALLD: palladin, cytoskeletal associated protein (MYN; PNCAL; CGI151,
SIH002; CGI-151)

PAOX: polyamine oxidase (exo-N4-amino) (PAO)

PAP1: ver REG3A

PARL: ver F2R

PDKZ1: pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 1

PDK2: pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 2 (PDHK2; PDKII)
PEPD: peptidase D (PROLIDASE)

PGSL1: phosphatidylglycerophosphate synthase 1

PHKB: phosphorylase kinase, beta

PI3K: ver PIK3CA

PIAS3: protein inhibitor of activated STAT, 3 (ZMIZ5)

PIK3CA: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha
(MCM; CWS5; MCAP; PI3K; CLOVE; MCMTC; pl110-alpha)

PIP3: fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato
PJS: ver STK11
PLAT: plasminogen activator, tissue (TPA; T-PA)

PLAU: plasminogen activator, urokinase (ATF; QPD; UPA; URK; u-PA;
BDPLT5)

PLAUR: plasminogen activator, urokinase receptor (CD87; UPAR; URKR; U-
PAR)

PLEK: pleckstrin (P47)

PMP22: peripheral myelin protein 22 (DSS; HNPP; CMT1A; CMTL1E; GAS-3;
Sp110; HMSNIA)

PMS1: PMS1 postmeiotic segregation increased 1 (S. cerevisiae) ( PMSL1;
hPMS1; HNPCC3)
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PMS2: PMS2 postmeiotic segregation increased 2 (S. cerevisiae) ( PMSLZ2;
HNPCC4; PMS2CL)

POV1: Prostate cancer overexpressed gene 1

PPARG: peroxisome proliferator-activated receptor gamma (GLM1; CIMT],
NR1C3; PPARG1; PPARG2; PPARgamma)

PPFIAZ2: protein tyrosine phosphatase, receptor type, f polypeptide (PTPRF),
interacting protein (liprin), alpha 2

PPT1: palmitoyl-protein thioesterase 1 (PPT; CLN1; INCL)

PROML1: prominin 1 (RP41; AC133; CD133; MCDR2; STGD4; CORD12;
PROML1; MSTP061)

PRR16: proline rich 16 (DSC54)
PRSS1: protease, serine, 1 (trypsin 1) (TRP1; TRY1; TRY4; TRYP1)
PRSS2: protease, sering, 2 (trypsin 2) (TRY?2; TRY8; TRYP2)

PTEN: phosphatase and tensin homolog (BZS; DEC; CWS1; GLM2; MHAM,;
TEP1; MMAC1; PTENL; 10g23del)

PTGES: prostaglandin E synthase (PGES; MPGES; PIG12; PP102; PP1294;
MGST-IV; MGST1L1; TP53112; mPGES-1; MGST1-L1)

PTGS1.: prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (prostaglandin G/H synthase
and cyclooxygenase) (COX1; COX3; PHS1; PCOX1; PES-1; PGHS1; PTGHS;
PGG/HS; PGHS-1)

PTGS2: prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase
and cyclooxygenase) (COX2; COX-2; PHS-2; PGG/HS; PGHS-2; hCox-2;
GRIPGHS)

PTK2: protein tyrosine kinase 2 (FAK; FADK; FAKL1; FRNK; PPP1R71,
p125FAK; ppl25FAK)

PTPN14: protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 14 (PEZ; PTP36)
PTTGL1.: pituitary tumor-transforming 1 (EAPL; PTTG; HPTTG; TUTR1)
RABGKIFL: ver KIF20A

Rabkinesin 6: ver KIF20A

RAC1I: ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho family, small GTP
binding protein Racl) (MIG5; Rac-1; TC-25; p21-Racl)
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Rad51: RADS51 recombinase (RECA; BRCC5; MRMV2; HRADS1; RADS1A;
HsRad51; HsT16930)

RAF1: v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1 (NS5; CRAF; Raf-1,;
c-Raf)

RASAL: RAS p21 protein activator (GTPase activating protein) 1 (GAP;
PKWS; RASA; CMAVM; CM-AVM; RASGAP; p120GAP; p120RASGAP)

RB1.: retinoblastoma 1 (RB; pRb; OSRC; pp110; p105-Rb)
RBMS5: RNA binding motif protein 5 (G15; H37; RMB5; LUCA15)

REG3A: regenerating islet-derived 3 alpha (HIP; PAP; PAP1; REG3; INGAP;
PAP-H; PBCGF; HIP/PAP; REG-III)

REG3A: regenerating islet-derived 3 alpha (HIP; PAP; PAP1; REG3; INGAP;
PAP-H; PBCGF; HIP/PAP; REG-III)

RGS4: regulator of G-protein signaling 4 (RGP4; SCZD9)
RHOC: ras homolog family member C (H9; ARH9; ARHC; RHOH9)
RPL13A: ribosomal protein L13a (L13A; TSTA1L)

RPRD1B: regulation of nuclear pre-mRNA domain containing 1B (CREPT;
NET60; C200rf77; dJ1057B20.2)

RPS9: ribosomal protein S9 (S9)

RUNXZ1.: runt-related transcription factor 1 (AML1; CBFA2; EVI-1; AMLCR],
PEBP2aB; AML1-EVI-1)

RUNX1.: runt-related transcription factor 1 (AML1; CBFA2; EVI-1; AMLCR1,
PEBP2aB; AML1-EVI-1)

S100A6: S100 calcium binding protein A6 (2A9; PRA; 5B10; CABP; CACY)
S100P: S100 calcium binding protein P (MIG9)

SCNB5A: sodium channel, voltage-gated, type V, alpha subunit (HB1; HB2,;
HH1; IVF; VF1, HBBD; ICCD; LQT3; SSS1; CDCD2; CMD1E; CMPD2;
PFHBL1; Nav1.5)

SDF1: ver CXCL12

SEPSECS: Sep (O-phosphoserine) tRNA:Sec (selenocysteine) tRNA
synthase (LP; SLA; PCH2D; SLA/LP)
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SEPT2: septin 2 (DIFF6; NEDD5; NEDD-5; Pnutl3; hNedd5)

SERPINBS: serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 5 (PI5;
maspin)

SERPINEL1: serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator
inhibitor type 1), member 1 (PAI; PAIL; PAI-1; PLANH1)

SERPINHZ1: serpin peptidase inhibitor, clade H (heat shock protein 47), member
1, (collagen binding protein 1) (CBP1; CBP2; OI10; gp46; AsTP3; HSP47;
PIG14; PPROM; RA-A47; SERPINH2)

SF3B14: splicing factor 3B, 14 kDa subunit (P14; Ht006; SAP14; CGI-110;
HSPC175; SF3B14a)

SHH: sonic hedgehog (TPT, HHG1; HLP3; HPE3; SMMCI; TPTPS;
MCOPCBS)

SHROOM2: shroom family member 2 (APXL; HSAPXL)
SIGLEC11: sialic acid binding Ig-like lectin 11

SLC16A3: solute carrier family 16 (monocarboxylate transporter), member 3
(MCT3; MCT4; MCT 3; MCT 4; MCT-3; MCT-4)

SMADA4: SMAD family member 4 (JIP; DPC4; MADH4; MYHRS)

SMG7: SMGT7 nonsense mediated mRNA decay factor (EST1C; SGA56M;
Clorfl6)

SNRPF: small nuclear ribonucleoprotein polypeptide F (SMF; Sm-F; sSnRNP-F)

SODL1.: superoxide dismutase 1, soluble (ALS; SOD; ALS1; IPOA; hSod1; HEL-
S-44; homodimer)

SOX9: SRY (sex determining region Y)-box 9 (CMD1; SRA1; CMPD1)

SPINKZ1: serine peptidase inhibitor, Kazal type 1 (TCP; PCTT; PSTI; TATI;
Spink3)

SRC: v-src avian sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog
(ASV; SRC1,; c-SRC; p60-Src)

SSH1: slingshot protein phosphatase 1 (SSH1L)

STATS3: signal transducer and activator of transcription 3 (acute-phase response
factor) (APRF; HIES)

STK11: serine/threonine kinase 11 (PJS;LKB1;hLKB1)
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STK15: ver AURKA
Survivin: ver BIRC5
SYTL2: synaptotagmin-like 2 (EXO4; SLP2; SLP2A; SGA72M; CHR11SYT)

TACSTD2: tumor-associated calcium signal transducer 2 (EGP1; GP50; M1S1;
EGP-1; TROP2; GA7331; GA733-1)

Tapasin: ver TAPBP
TAPBP: TAP binding protein (tapasin) (TPN; TAPA; TPSN; NGS17)

TFAP2A: transcription factor AP-2 alpha (activating enhancer binding protein 2
alpha) (AP-2; BOFS; AP2TF; TFAP2; AP-2alpha)

TGFA: transforming growth factor, alpha (TFGA)

TGFBL1.: transforming growth factor, beta 1 (CED; LAP; DPD1; TGFB,;
TGFbeta)

TGFBR1: transforming growth factor, beta receptor 1 (AAT5; ALKS5; ESSI;
MSSE; SKR4; ALK-5; LDS1A; LDS2A; TGFR-1; ACVRLK4)

TGFBR2: transforming growth factor, beta receptor Il (70/80kDa) (AATS;
FAA3; MFS2; RIIC; LDS1B; LDS2B; TAAD2; TGFR-2; TGFbeta-RII)

TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 (EPA; EPO; HCI; CLGI; TIMP)
TMA4SF1 transmembrane 4 L six family member 1 (L6; H-L6; M3S1; TAALG)
TMC6: transmembrane channel-like 6 (EV1; EVER1; EVIN1; LAK-4P)
TMEM154: transmembrane protein 154

TNC: tenascin C (GP; JI; TN; HXB; GMEM; TN-C; DFNA56; 150-225)
TNF: tumor necrosis factor (DIF; TNFA; TNFSF2; TNF-alpha)

TOP2A: topoisomerase (DNA) Il alpha 170kDa (TOP2; TP2A)

TP16: ver CDKN2A

TP53: tumor protein p53 (P53; BCC7; LFS1; TRP53)

TPSG1: tryptase gamma 1 (TMT; trpA; PRSS31)

TRIM14: tripartite motif containing 14

TRXR1: ver TXNRD1
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TUBB3: tubulin, beta 3 class Il (CDCBM; FEOM3; TUBB4; CDCBMLI,
CFEOMS; beta-4; CFEOM3A)

TXNRDL1.: thioredoxin reductase 1 (TR; TR1; TXNR; TRXR1; GRIM-12)

UGT1A7: UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A7 (UDPGT;
UGT1G; UGT-1G; UGT1.7; UGT1-07; UDPGT 1-7)

UPA: ver PLAU

UPAR: ver PLAU

USP47: ubiquitin specific peptidase 47 (TRFP)

VEGF: ver VEGFA

VEGFA: vascular endothelial growth factor A (VPF; VEGF; MVCD1)

VHL: von Hippel-Lindau tumor suppressor, E3 ubiquitin protein ligase (RCAL;
VHL1; pVHL; HRCAL)

VWAZ2: von Willebrand factor A domain containing 2 (AMACO; NET42;
CCSP-2)

WAF1: ver CDKN1A

WLS: wntless Wnt ligand secretion mediator (EVI; MRP; GPR177; mig-14;
Clorf139)

WNT: gene family

WNTL1: wingless-type MMTYV integration site family, member 1 (INT1; OI15;
BMND16)

WNT5A wingless-type MMTYV integration site family, member 5A (hWNT5A)

WWP2: WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2 (AIP2; WWp2-
like)

XK: X-linked Kx blood group (McLeod syndrome) (KX; NA; NAC; X1k;
XKR1; MCLDS)

XRCC1: X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells
1 (RCC)

ZNF599: zinc finger protein 599
ZSCANZ29: zinc finger and SCAN domain containing 29 (ZNF690; Zfp690)
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|. INTRODUCCION

El adenocarcinoma ductal de pancreas (ACDP) es la cuarta causa de muerte por
cancer en el mundo occidental®. El cancer de pancreas representa el 3% de todas las
neoplasias malignas diagnosticadas en EEUU y el 6,2% de todas las muertes por cancer

en 2012 en Europa (78.000 pacientes)®.

A pesar de los esfuerzos cientificos y el progreso significativo en la comprension
de las bases moleculares del ACDP, la supervivencia no ha cambiado mucho en los
ultimos 20 afios. El pronostico de estos pacientes continda siendo insatisfactorio debido
al diagndstico tardio, las bajas tasas de resecabilidad y la resistencia a la quimioterapia.
Para mejorar el pronéstico de los pacientes con ACDP son necesarias nuevas estrategias
terapéuticas. La profundizacion en el conocimiento sobre la biologia molecular de esta
entidad puede tener implicaciones clinicas importantes en la estratificacion del riesgo de

un paciente, el diagnostico temprano e incluso el manejo terapéutico.

En el ACDP se han observado distintas alteraciones genéticas que incluyen la
afectacion de oncogenes y genes supresores como KRAS, HER2, P16, TP53 y SMAD4.
La prevalencia de estas alteraciones aumenta segun el grado de displasia de las lesiones
ductales. Tratamientos cuya diana sean estas anomalias moleculares suponen una gran

promesa para el tratamiento del ACDP en un futuro no muy lejano.

39






IlI. Antecedentes







Il. ANTECEDENTES

1. Epidemiologia

El ACDP es el tumor que afecta con mayor frecuencia al pancreas exocrino y es la
cuarta causa de muerte por cancer en ambos sexos en el mundo occidental®. Supone el
3% de todas las neoplasias malignas diagnosticadas en EEUU y se estima que en el afio
2013 habran sido diagnosticados 45.220 nuevos casos en este pais, lo que supondré la
causa de muerte para 38.460 pacientes’. La tasa de muerte por ACDP en EEUU entre el
afio 2005 y 2009 fue de 12,5 y 9,5 por 100.000 habitantes (hombres y mujeres
respectivamente)’. En Europa, el cancer de pancreas supuso el 6,2% de todas las
muertes por cancer de 2012 (78.000 pacientes)? con una tasa de mortalidad prevista de
5,5 mujeres y 8 hombres por 100.000 habitantes®, alcanzando por tanto y al igual que en
EEUU la cuarta posicién de muertes por cancer en ambos sexos, tras sobrepasar al
cancer de estémago y de Gtero en mujeres®. La practica paridad entre incidencia y
mortalidad es el fiel reflejo del ominoso prondstico de este tipo de cancer. En Espafia se
preveen 6.732 nuevos casos de cancer de pancreas para el afio 2015 que supondran

6.049 muertes®.

La media de supervivencia es de aproximadamente 6 meses, con una tasa de
supervivencia a los 5 afios de aproximadamente el 5%™° datos que no han variado
sustancialmente en los Gltimos 25 afios (2% en 1975-77 y 4% en 1987-89)". Sélo el 10-

15% de los pacientes con ACDP son subsidiarios de una reseccion quirdrgica
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potencialmente curativa, pero incluso en este subgrupo los resultados son pobres, con
mas de un 80% de recidivas locales o a distancia y una tasa de supervivencia menor del

20% a los 5 afios®.

A pesar de que el pronostico general de este tipo de tumor es muy pobre, si que
existen determinados pacientes que presentan una larga supervivencia y una mejor
respuesta al tratamiento adyuvante. Estos datos clinicos justifican el esfuerzo de
investigacion que representa intentar identificar potenciales marcadores biologicos que
puedan discriminar el diferente comportamiento y pronostico de los pacientes, asi como

plantear un tratamiento mas especifico dependiendo de sus caracteristicas.
2. Etiologiay factores de riesgo

Los factores de riesgo del cancer de pancreas son maltiples e incluyen desde el
aumento de la edad, el habito tabaquico, la diabetes mellitus de aparicién tardia, la
pancreatitis cronica y hereditaria y algunos sindromes de cancer familiar®®*°. Estos

factores se resumen en la Tabla 1.

« Edad
= Habito tabaquico
» Pancreatitis cronica

= Aumento del indice de masa corporal

= Diabetes mellitus de aparicion tardia sin otros factores
de riesgo de diabetes

= Pancreatitis hereditaria
= Sindromes de cancer familiar
= Predisposicion hereditaria: al menos 2 familiares afectos
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Se estima que el tabaco aumenta el riesgo de padecer cancer pancreatico hasta en

4 veces més en grandes fumadores comparado con no fumadores™.

La pancreatitis cronica (PC) también es reconocida como un factor
predisponente del ACDP®*°. Este aumento del riesgo se debe en parte a la asociacién
entre la PC y el consumo de alcohol y tabaco™, pero también es debido a la inflamacion
cronica que conlleva la produccion de radicales libres relacionados con la ruptura
cromosémica, ineficacia de la reparacién del ADN e inestabilidad cromosémica'®. Se
requiere un tiempo de entre 10 y 20 afios para que se produzca el efecto iniciador del
cancer™. Sin embargo, tras un seguimiento de 20 afios, s6lo el 5% de los pacientes con

PC desarrollan ACDP*®,

Ademaés se han asociado numerosos factores de la dieta como son el consumo
elevado de carne roja y bebidas carbonatadas azucaradas, asi como la disminucion de la
ingesta de frutas, vegetales, metionina y folato, aunque los resultados son
contradictorios®®. No se ha demostrado asociacion entre la ingesta de café o té y el

ACDPY,

Por otro lado, se ha observado que existe hasta un 10% de canceres de pancreas
gue muestran una fuerte predisposicién familiar'®*°. Esto puede ocurrir en 3 situaciones
clinicas diferentes: la pancreatitis hereditaria, los sindromes de cancer familiar como el
sindrome de Peutz-Jeghers, el sindrome familiar del melanoma y nevus atipicos

multiples (FAMMM), el sindrome de cancer familiar de mama y ovario o el carcinoma
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colorrectal hereditario no polipoésico (HNPCC) y, por ultimo, el sindrome de cancer

pancreético familiar™.

La pancreatitis hereditaria es una rara enfermedad autosomica dominante que

cursa con episodios de pancreatitis que comienzan durante la infancia. ElI gen

responsable es PRSS1 y su mutacién resulta en una ganancia de funcion de la enzima

digestiva tripsina®. Mutaciones en el gen SPINK1 y PRSS2 también se ha asociado a

pancreatitis familiar'®. En estos pacientes el riesgo de ACDP aumenta en 50 veces

respecto a la poblacion general®*%,

Algunos de los sindromes de cancer hereditario que se asocian a un mayor

riesgo de ACDP se resumen en la Tabla 2.

Sindrome

Sindrome Peutz-Jeghers® %

FAMMM?®*?
Sindrome de cancer familiar de mamay
ovario®*

+31-34

Anemia de Fanconi

Sindrome Li—Fraumeni®*®

Fibrosis quistica®"®

Enfermedad de Von Hippel-Lindau®*

HNPCC*42

Gen mutado
STK11
P16 (CDKN2A)

BRCA1y BRCA2

FANCA, B, C, D1 (BRCA2), D2, E, F, G
TP53

CFTR

VHL

MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, PMS2

De todos ellos, el de mayor riesgo es el sindrome de Peutz-Jeghers (hasta 132

veces con un riesgo acumulativo del 36%)?*. Se trata de una enfermedad autosémica

dominante caracterizada por la existencia de polipos hamartomatosos en el tracto



gastrointestinal y maculas pigmentadas en los labios, mucosa oral y dedos. Predispone
al cancer gastrointestinal y pancreatico. El responsable de este sindrome es una
mutacion en la linea germinal de STK11, la cual se ha encontrado no sélo en estos

canceres familiares sino también hasta en un 4-6% de los casos esporadicos®**°.

El segundo sindrome con mayor riesgo es el sindrome familiar del melanoma y
nevus atipicos multiples (FAMMM). Se trata de una enfermedad autosémica dominante
caracterizada por la aparicion de melanomas cutaneos y multiples lesiones atipicas
precursoras. Presentan mutaciones en la linea germinal de P16°®%. Muchos ACDP
también muestran esta mutacion de P16. En algunos pacientes con FAMMM se observo
una delecién de 19 pares de bases en el exon 2 del gen P16 y se vio que existia un

riesgo del 17% a los 75 afios®* %,

El riesgo de cancer de pancreas también esta aumentado en las familias con
cancer de mama y ovario con mutaciones de BCRAL y BCRA2%. Se ha observado que
el cancer de pancreas es mas frecuente en aquellas familias con cancer de mama que

muestran la mutacién de BCRA2 que en aquellas familias sin la mutacion®>°.

Los pacientes con anemia de Fanconi (FA) presentan una amplia variedad de
defectos incluyendo anomalias congénitas, fallo de médula désea y alto riesgo de
desarrollar canceres como la leucemia mieloide aguda (LMA) y tumores de cabeza y
cuello®!. Existen multiples genes Fanconi cuyas proteinas forman un complejo junto a
BCRAL que participa en la traslocacién de FANCD2 al foco nuclear®’. Se piensa que

este complejo, junto con BCRA2 y RADS51, tiene un papel importante en la reparacién
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de la rotura del ADN de doble cadena. Las bases genéticas de otra forma de FA (FA-
FANCD1) han sido recientemente identificadas como el resultado de una mutacion
inactiva bialélica de BCRA2*®. Dado que los pacientes con mutacién en la linea
germinal de BCRA2 tienen un riesgo incrementado de desarrollar cancer de pancreas, la
via FA ha sido investigada como una via de desarrollo del cancer de pancreas.
Recientemente van der Heijden et al.** identificaron mutaciones de FANCC y FANCG
en pacientes con cancer de pancreas en edad temprana. Los datos sugieren que aunque
la alteracion de estos 2 genes puede contribuir en el desarrollo del cancer de pancreas, la

relacién es tan esporadica que tendria una baja penetrancia para este tipo tumoral.

1. como un sindrome

El sindrome Li—Fraumeni fue descrito en 1988 por Li et a
caracterizado por una alta incidencia de tumores que aparecen a edad joven. Los méas
fuertemente asociados y por tanto caracteristicos del sindrome son los sarcomas, cancer
de mama, tumores cerebrales y carcinomas adrenocorticales. También presentan

carcinomas de pancreas, aunque con un riesgo moderado, y estd relacionado con la

mutacion en linea germinal de TP53%.

Por otra parte se ha visto que los pacientes con mutacion del gen CFTR de la
fibrosis quistica presentan un aumento del riesgo 5-6 veces mayor que la poblacion
general. Este riesgo es edad-dependiente, ya que no se presenta en pacientes

jovenes®"38,
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La enfermedad de Von Hippel-Lindau esta ampliamente relacionada con la
presencia de lesiones pancreaticas incluyendo tumores neuroendocrinos®. Causada por
la mutacion del gen VHL, la enfermedad se caracteriza por presentar tumores renales y
cerebrales, aunque no se ha demostrado relacion de este gen con la patogenia del

ACDP*,

El cancer de pancreas se ha descrito también en el sindrome de cancer de colon
hereditario no-polipésico (HNPCC)* y parece estar en relacién con la mutacion de

MSH2%,

Ademas de estos sindromes hereditarios existe otra entidad denominada cancer
pancreatico familiar, de transmision autosomica dominante, que se demuestra con la
anticipacion de la edad de comienzo de la enfermedad en sucesivas generaciones. El gen
principal no ha sido identificado aln, aunque hasta un 15% de las familias tienen
mutacion de BRCA2 incluso en ausencia de céncer de mama**“®. Ademas, el gen
PALB2 codifica una proteina homénima que interactia con BRCAZ2 y se ha identificado
como gen de susceptibilidad para el ACDP*, encontrandose mutaciones en linea
germinal hasta en un 5% de los casos de ACDP*®°. Pero el gen de mayor
susceptibilidad es PALLD (Palladina) que codifica un componente del citoesqueleto
que controla la forma y la motilidad celular®’. Los criterios diagnésticos establecidos
requieren 2 0 mas familiares de primer grado con ACDP o0 2 o mas de segundo grado
con cancer de pancreas antes de los 50 afios. El riesgo aumenta entre 4 veces con un

familiar afecto y hasta 32 veces si existen 3 familiares®.
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Varios estudios han examinado la asociacion entre polimorfismos genéticos y el
ACDP®2, Asi el polimorfismo de 2 enzimas carcinégeno-metabolizantes, el citocromo
P450 1A1 (CYP1Al) y la glutation S-transferasa (GST), en asociacion con el habito
tabaquico, aumentaria el riesgo en la poblacién caucésica™. Polimorfismos de las
enzimas glutation S-transferasa M1 (GSTML1) y acetiltransferasas (NAT1 y NAT2)
podrian estar asociados con un moderado incremento en la susceptibilidad al cancer de
pancreas y la PC™. El gen UGT1A7 se expresa predominantemente en pancreas
humano. La baja actividad detoxificante del alelo UGT1A7*3 se ha identificado como
un nuevo factor de riesgo para enfermedades pancreaticas, definido por la interaccion de

la predisposicion genética y el dafio oxidativo inducido por el medio ambiente®”.
3. Clinicay diagnostico

La mayoria de los ACDP se presentan en estadios avanzados siendo irresecables
al diagndstico y en numerosas ocasiones con metastasis hepaticas. Los tumores que se
desarrollan en la cabeza suelen dar manifestaciones clinicas mas precozmente en forma
de ictericia obstructiva o pancreatitis aguda. En cambio, aquellos situados en el cuerpo o

la cola tienden a ser asintomaticos, detectandose de forma mas tardia>®.

El marcador tumoral mas utilizado en la actualidad es el CA19.9, con una
sensibilidad del 70%-90% y una especificidad del 90%. Ademas es especialmente Util
para el seguimiento del paciente, la respuesta a la terapia y la deteccion precoz de
recaidas. Existen nuevos marcadores que aun estan en fase de estudio y que veremos

posteriormente™®.
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Nuevas técnicas diagnosticas para las lesiones pancreaticas han sido desarrolladas
en las ultimas décadas. Una de las mas Utiles es la tomografia computarizada multicorte
(TCM) con contraste que permite realizar cortes de 1mm de espesor, identificando hasta
el 97% de los canceres de pancreas e incluso determinar su resecabilidad con

- ., 57 . L4t ors
precision’’. La resonancia nuclear magnética (RNM) es de gran utilidad cuando no
puede usarse contraste, ya que tiene similares resultados. La tomografia por emisién
de positrones (PET) aunque no discrimina procesos inflamatorios de tumores es Util

para detectar lesiones metastasicas a distancia no sospechadas.

En cuanto a técnicas invasivas, la ultrasonografia endoscépica (EUS) puede
detectar lesiones de tamarios reducidos (2-3mm) y ademas permite afadir la puncién-

aspiracion con aguja fina (PAAF) (Figura 1).
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Figura 1: Imagen citologica de un ACDP obtenido mediante EUS-PAAF. Se observa un grupo
de células epiteliales atipicas tridimensionales, con aumento de la relacion nucleo/citoplasma,
nucleo polarizado e irregular y citoplasma vacuolado. Papanicolau 400x.

La precision diagndstica de la PAAF guiada por EUS (EUS-PAAF) tiene una

sensibilidad del 90% con una especificidad del 100%, pero requiere un equipo experto
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con un citopatélogo en sala que valore el material obtenido para realizar repeticiones
hasta llegar a un diagnéstico concluyente®®. También puede usarse la biopsia con aguja
asociada al EUS™. La PAAF percutanea tiene una sensibilidad y especificidad del 69%
y 100% respectivamente®, pero puede producir siembra intraabdominal o en el trayecto
de la puncion hasta en un 16% de los casos, incidencia mucho mayor que con la EUS-

PAAF®,
4. Anatomia patologica

El adenocarcinoma ductal de pancreas es el tipo histolégico tumoral maligno mas
frecuente del pancreas exocrino® y al que se refiere la literatura en general cuando se
habla de cancer de pancreas®. Se piensa que tiene origen en el epitelio de revestimiento
ductal del pancreas, si bien en algunos casos se ha propuesto un origen en epitelio acinar

con diferenciacion ductal posterior®.

Macroscépicamente son lesiones solidas localizadas en la cabeza (65%), el cuerpo

(15%) o la cola (10%) o bien pueden ser multifocales (10%)°°.

A nivel histolégico, la caracteristica mas importante que presenta este tumor y que
lo diferencia del resto, es una intensa reaccion desmoplasica del estroma subyacente
constituida por una proliferacién de fibroblastos y de pequefios vasos, un aumento de la
produccién de matriz extracelular (ECM) y la presencia de células estrelladas

pancreéticas (PSC), células inflamatorias y células del sistema inmune®®8,
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Los factores pronosticos histopatologicos, resumidos en la Tabla 3, son el tamafio
y grado tumoral, la afectacién ganglionar, la invasion perineural y vascular y los
mérgenes de reseccién quirdrgica (Figura 2)°*®"°. La presencia de ganglios positivos
empeora sustancialmente el prondstico, sobre todo cuando se expresa en porcentaje el
denominado “lymph node ratio” (LNR), cociente que se obtiene al dividir los ganglios

71-73

positivos entre los ganglios aislados siendo una cifra mayor del 20% un claro factor

70,74

de mal pronostico

Tabla 3: Factores pronosticos del ACDP
= Tamafio

= Grado tumoral

= Ganglios afectos (LNR)
= Invasién perineural

= Invasion vascular

= Margenes de reseccion

R ; . A
Figura 2: Imagen histoldgica de los distintos factores prondsticos del ACDP. A: Invasion
ganglionar. B: Margen de reseccion afecto. C: Invasion perineural. D: Invasion vascular.

5. Lesiones precursoras

Al igual que otros tumores epiteliales, el ACDP se origina sobre unas lesiones

precursoras que progresan hasta el cancer invasor (Figura 3)°. Las lesiones precursoras
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del pancreas se conocen desde hace muchos afios aunque solo desde hace unas décadas

se han definido y clarificado los distintos tipos histolégicos®?.

Figura 3: Esquema de progresion tumoral del ACDP, desde las distintas lesiones precursoras
hasta el desarrollo del cancer invasivo y la posterior diseminacion metastasica mediante la
acumulacién de alteraciones moleculares.

Eran muchas las evidencias que argumentaban la relacion entre estas lesiones y el
ACDP, como el aumento de incidencia con la edad segun hallazgos post mértem y el
aumento paralelo al de la aparicion de carcinomas pancreéaticos invasivos. Ademas, era
frecuente encontrar estas lesiones no invasoras en el tejido adyacente de piezas
resecadas por cancer de pancreas’. Sin embargo no ha sido hasta los Gltimos 10 afios
cuando analisis moleculares cuidadosos han demostrado la relacion firme entre estas
lesiones precursoras y el ACDP, al demostrar la presencia de alteraciones genéticas

comunes entre las lesiones infiltrantes y las precursoras y que al igual que en el cancer
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de colon, existe una progresion genética tumoral en el que se acumulan las alteraciones

moleculares (Figura 4)75*76,
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Figura 4: Modelo de progresion del ACDP. La progresion desde el epitelio histolégicamente
normal a PanIN de bajo grado y de alto grado, en funcién de la acumulacion de alteraciones
genéticas especificas como KRAS, HER2, P16, TP53, BRCA2, y SMAD4 indicados en el modelo
(Dibujo de Jennifer L. Parsons. Adaptado de Wilentz et al.”™).

En el cancer de pancreas existen tipos distintos de lesiones precursoras: las
Neoplasias Mucinosas Intraductales Papilares (IPMNSs), las Neoplasias Quisticas
Mucinosas (MCNSs) y las denominadas Neoplasia Intraepitelial Pancreatica (PanIN)®*"".
Estas 3 lesiones cumplen los 5 criterios necesarios definidos por el Instituto Nacional

del Céancer de Bethesda, EEUU"®, para considerarse como lesion precursora de cancer o

precancerosas y que se resumen en la Tabla 4.

Las MCNs son neoplasias epiteliales del pancreas, formadoras de quistes y
productoras de moco, que presentan un estroma distintivo de tipo ovario. Presentan

mutaciones de KRAS en estadios tempranos y de TP53 y SMAD4 de forma tardia’>®.
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También presentan metilacion aberrante de P16 en un porcentaje similar a las lesiones

invasoras®?.

1. Evidencia de que la lesion precursora se asocia a un aumento del
riesgo de cancer

2. Cuando la lesién precursora progresa a cancer, éste se origina en las
células de dicha lesién

3. La lesion precursora se diferencia del tejido normal del que procede

4. Lalesién precursora se diferencia del cancer en que, si bien posee
algunas de las propiedades fenotipicas y moleculares de éste, no las
posee todas

5. Existe un método de diagnostico de la lesion precursora

Las IPMNs son neoplasias epiteliales no invasivas, productoras de moco y
visibles macroscopicamente, que forman papilas digitiformes y suelen afectar al ducto
principal pancreético. Presentan frecuentemente mutaciones de TP53, P16 y KRAS, esta
Gltima de forma proporcional al grado de atipia’®. Sin embargo, la alteracion de
SMADA4 no es muy comun en las IPMNs™®, El gen STK11, asociado al sindrome de

24,25

Peutz-Jeghers, se encuentra inactivo bialélicamente en un 25% de los casos y

PIK3CA aparece mutado en un 10%3.

Las PanINs fueron descritas por Hulst un siglo atras®, pero ha sido en esta década
cuando se ha acufiado su nomenclatura y han sido encuadradas como lesiones

pretumorales®. Estas se clasifican en 3 grados basados en niveles crecientes de atipia
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citoldgica y arquitectural (Figura 5). Estas lesiones presentan alteraciones de los genes

KRAS, P16, TP53, SMAD4 y BCRA2'>768¢

Flgura 5: Imagen hlstologlca de dlstlntos grados de PanIN A PanIN grado 1B B: PanIN grado
2; C: PanIN grado 3 (H&E, 100x).

6. Tratamiento

Actualmente el mejor tratamiento para los pacientes con cancer de pancreas sigue
siendo la extirpacion quirtrgica. La primera reseccion con éxito de un tumor
periampular fue realizada por Halsted en 1898%". Consisti6 en una ampulectomia,
técnica que se consideraba en aquel momento como la indicada. El primer cirujano que
realizd una duodenopancreatectomia cefalica (DPC) como tratamiento de un ampuloma
fue Kausch en 1912%, pero no fue hasta 1935 cuando Whipple® presenté ante la
Asociacion Americana de Cirujanos su experiencia en tres casos en los que practicé la
DPC y popularizé esta intervencion que hoy en dia mantiene su nombre. Realizé hasta
37 intervenciones y fue variando la técnica hasta realizarla en un solo tiempo
quirdrgico®™ . Posteriormente otros autores como Trimble® y Hunt®®* modificaron la

técnica de Whipple introduciendo variantes, siendo Watson en 1944°* quien, para
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intentar mejorar el estado nutricional de los pacientes, describio la técnica preservando
todo el estdbmago y la primera porcidon duodenal (duodenopancreatectomia cefalica con
preservacion pildrica). Sin embargo, esta técnica no tuvo una aceptacion generalizada
entre los grupos de cirujanos de pancreas siendo poco empleada hasta el afio 1978
cuando Traverso y Longmire® reintroducen el concepto de preservacion antral y
pilorica con la intencion de minimizar los sintomas digestivos postgastrectomia y para
mejorar el estado nutricional de los pacientes pero sin comprometer la radicalidad de la

reseccion del tumor, ni afadir morbilidad ni mortalidad a estos pacientes.

En centros especializados en cirugia pancredtica la tasa de mortalidad
postoperatoria del ACDP se ha conseguido disminuir del 25% al 5%°°". La incidencia
de complicaciones postoperatorias documentada varia entre el 30% y 50%°%. El
retraso del vaciamiento gastrico suele ser la complicacion mas frecuente, con cifras de
alrededor del 20%, siguiendo en orden de frecuencia la fistula pancreatica con un 14%,
la infeccidn de la herida el 10%, la hemorragia postoperatoria, entre el 5% y el 16%,

abscesos intraabdominales 5 %, colangitis 5%, neumonia 3% o0 pancreatitis aguda

2%101.

La quimioterapia con o sin radioterapia constituye el tratamiento adyuvante de
eleccion tras la reseccion quirdrgica. En un primer momento el tratamiento se realizo

con 5-fluorouracil (5-FU) combinado con radioterapia'*'®

y desde el afio 1997 el
tratamiento con gemcitabina es el quimioterapico estandar’®. El beneficio de la

quimioterapia adyuvante con gemcitabina ha sido valorado en diferentes estudios
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aleatorizados'®. Recientemente el régimen poliquimioterapéutico que combina 5-FU,
irinotecan, oxiplatino y leucovorin (FOLFIRINOX) parece duplicar la supervivencia
frente al uso aislado de gemcitabina, a expensas de un aumento, aunque tolerable, de la

toxicidad farmacolégica®.

Respecto al tratamiento neoadyuvante, la heterogeneidad de los ensayos en fase Il
y la ausencia de ensayos en fase Ill no permite establecer con claridad una
recomendacion de neoadyuvancia para este tipo de tumor, fuera del escenario de
ensayos clinicos, aunque en tumores no resecables la quimioterapia-radioterapia
neoadyuvante podria disminuir la extension tumoral y hacer operables un pequefio

porcentaje de pacientes™®" %,

En cualquiera caso, con cirugia, guimioterapia adyuvante y/o radioterapia la
supervivencia continda siendo inferior a 3 afios en la mayoria de los pacientes (mediana
de supervivencia de 22 meses)'%. Por todo esto es evidente que se necesita encontrar
nuevas dianas terapéuticas y evitar la resistencia quimioterapica de estos tumores y para
esto es imprescindible la mejora en el conocimiento de los aspectos moleculares del

cancer de pancreas, que permitan seleccionar nuevas moléculas dianas®.

7. Biologia molecular y perfiles de expresion del cancer

La identificacion y caracterizacion de los genes que intervienen en la patogenia
del cancer constituye el pilar fundamental para el conocimiento de esta grave patologia

y abre un abanico de nuevas posibilidades para obtener una terapia mas eficaz.
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El desarrollo de las nuevas tecnologias durante las Gltimas décadas ha supuesto un
profundo impacto en la comunidad cientifica. Las técnicas basadas en microarrays han
hecho posible analizar la expresion de todos los genes conocidos a la vez en un solo
experimento, lo que permite obtener una vision mas precisa y global del proceso
biolégico continuo de la tumorogénesis que determinara el prondstico clinico de un
paciente con cancer'®. La idea de poder predecir con cierta exactitud la evolucién de un
paciente con cancer en base a los perfiles de expresion y en relacién a la supervivencia,
el riesgo de recurrencia 0 metastasis o la respuesta a un tratamiento determinado,
permitiria seleccionar mejor las terapias disponibles, de manera que un paciente con
bajo riesgo deberia recibir una terapia menos radical ya que no se beneficiaria de
tratamientos innecesarios y con mdultiples efectos secundarios'®. Varios estudios
publicados recientemente han utilizado los datos obtenidos mediante el analisis de los
niveles de ARN mensajero (ARNm) para intentar predecir el pronéstico de estos

pacientes o incluso la respuesta a una terapia determinada.

Otro de los retos del tratamiento contra el cancer radica en el descubrimiento de
tratamientos especificos que actlen directamente sobre la neoplasia, evitando por tanto
muchos de los efectos secundarios. Para ello es necesario encontrar dianas terapéuticas
en cada tipo de tumor en base a sus caracteristicas genéticas, lo que permitiria
desarrollar farmacos que actlen directa y exclusivamente sobre ella, impidiendo la
progresion del tumor. Los microarrays de expresion génica suponen un arma

prometedora en este campo e indiscutiblemente han contribuido al entendimiento del
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proceso tumoral global y han permitido el disefio de nuevos estudios asi como la

deteccién de futuras dianas terapéuticas™®.
7.1. Definicién y tipos de perfiles de expresion

La secuenciacion del genoma humano y el avance en las técnicas de
miniaturizacion han permitido el desarrollo de los microarrays o biochips de ARN.
Estas técnicas nos permiten explorar practicamente todas las rutas metabolicas,
reguladoras, sefializadoras, etc. y por tanto definir el patron de expresion génica de

las células tumorales en cada paciente con cancer.

Los perfiles de expresion basados en técnicas de microarrays consisten en el
analisis de miles de genes en un so6lo experimento, donde las moléculas dianas (ADN
0 ARN) son interrogadas con sondas que se inmovilizan en una matriz (por ejemplo
una membrana de malla fibrosa o lamina de vidrio)'. De esta manera, la cantidad de
sonda que se une a la molécula diana es directamente proporcional a la cantidad de
ésta. Asi, si un gen se encuentra sobreexpresado, habria gran cantidad de su ADN o
ARN por lo gque se uniria una mayor cantidad de sonda obteniendo una sefial mas
intensa. Mediante métodos de bioestadistica y bioinformaética se obtienen los niveles
de expresion relativos para cada gen a partir de la fluorescencia emitida en cada
region del chip. Tras obtener esos valores, existen distintas formas de abordaje y
algoritmos para analizar los datos, y por tanto, distintos tipos de estudios segun su

109.

disefio (Figura 6)™:
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A Class discovery (B Class comparison c

Tumour series

Class prediction

1 Predefined groups Tumour type A Tumour type B
= U ! Predefined groups;
i s Microarray analysis
Microarray analysis definition (eg outcome)
l ! Profile tumour type A Profile tumour type B
Hierarchical clustering Tumour type A Tumour type B . .
5 List of genes differentially expressed
xl,‘l 1 X 0 Y Microarray analysis that can predict the predefined subgroup
1 ] (predictor, classifier or 'signature’)
H I Specificity, sensitiyity and accuracy
cesuyrecNT-swon Profile Profile
2323258835888 ¢

Good outcome

Good outcome

Tumour type A Tumour type B
I~ N/ il |
& Second____, Classification of cases into :
i Genes differentially expressed cohort H new ‘molecular groups' ~ * e
B S

Figura 6: Tipos de estudios de perfiles de expresion. A: Descubrimiento de clases (class
discovery); B: Comparacion de clases (class comparison); C: Prediccion de clases (class
prediction) (Adaptado de Weigelt et al.*®).

Poor oulcom:

- Descubrimiento de clases: es un abordaje imparcial, sin hipotesis a priori, donde
los microarrays se utilizan para investigar la existencia de distintos subgrupos en
una serie de muestras aparentemente homogénea. Estos subgrupos se analizan

posteriormente en funcion de la supervivencia.

- Comparacion de clases: utiliza una metodologia supervisada en la que los perfiles
generados de dos 0 mas grupos predefinidos son comparados para determinar las

diferencias moleculares entre esos grupos.

- Prediccion de clases: se deriva del analisis de comparacion de clases, donde,
después de identificar las diferencias entre los 2 grupos predefinidos, se define
una “gene signature” 0 firma pronostica para predecir la supervivencia de una

nueva muestra.
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7.2. Los primeros perfiles de expresion

La clasificacion de los tumores basada exclusivamente en su apariencia
morfologica parece tener ciertas limitaciones ya que tumores con similar aspecto
histotoldgico pueden evolucionar de manera muy diferente e incluso mostrar
diferentes respuestas a la terapia. De esta manera, bajo una categoria histologica
parece que existan subclases moleculares que no han sido definidas ain'*’. El estudio
de Golub et al. **! fue uno de los primeros en utilizar los estudios de ADN mediante
microarrays para identificar subtipos de leucemias (class discovery) y para asignar
leucemias a subtipos conocidos (class prediction). De esta manera, se podia separar
facilmente mediante técnicas moleculares una leucemia aguda mieloide de una

linfoblastica, cuya implicacion pronostica y terapéutica es de suma importancia.
7.2.1.Cancer de mama

El cancer de mama es el mejor ejemplo de cémo los perfiles de expresion
pueden ser incorporados a las herramientas prondsticas del cancer disponibles en
la practica clinica habitual®®. La heterogeneidad morfolégica y clinica de estos
tumores fue redescubierta a nivel molecular en el estudio publicado en el 2002 por
el grupo de Perou™?, donde se describi6 la existencia de 4 subtipos moleculares de
cancer de mama (luminal, normal, breast-like y HER2)*2. Con posterioridad otros
estudios han continuado ampliando el nimero de subgrupos identificados, un

modelo de trabajo que contintia en desarrollo™®.
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Actualmente se acepta que lo que una vez se llam6 cancer de mama,
constituye ahora multiples enfermedades afectando al mismo sitio anatémico. Sin
embargo, basado en la evidencia disponible hasta hoy, la afirmacion “el gold

estandar para la identificacion del subtipo de cancer de mama se basa en el

»» 113 109

analisis de arrays de expresion no esta justificada .

El segundo reto contra el cancer de mama era la transicion de la terapia
generalizada a una individualizada. Aproximadamente el 70% de los pacientes
con cancer de mama en estadio precoz recibirdn quimioterapia; sin embargo, sélo
una minoria obtendria un beneficio real de ésta y el resto s6lo toxicidad. Los
estudios de prediccion de clase pretenden obtener una “gene signature” 0 firma

génica que sea pronostica y predictora de respuesta a terapias especificas.

La primera firma prondstica descrita en la literatura internacional fue la
firma de 70 genes para el cancer de mama publicada en 2002'**. En 2008 esta
firma consiguié la aprobacion de la FDA (MammaPrint®) para ser ofrecida como
test prondstico para pacientes con cancer de mama menores de 61 afios, con
tumores <5cm y sin ganglios afectos (estadio I/1l). Otras firmas has sido
desarrolladas con posterioridad: Theros®, MapQuant Dx® y Oncotype Dx®. Esta
ltima estudia 21 genes y proporciona una informacion complementaria a la

estadificacion clinico-patoldgica (tamafio tumoral y afectacion ganglionar)**>™*7,
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7.2.2.Cancer colorrectal

Otro de los tumores sobre los que se han desarrollando diferentes firmas
génicas es el cancer colorrectal (CCR), dada su alta incidencia y el grave impacto

socio-sanitario que supone.

Varios estudios han evaluado el valor prondstico de estos perfiles de
expresion, obteniendo resultados prometedores™®*?°. Sin embargo, estos estudios
tienen limitaciones importantes, ya que utilizan un nimero limitado de muestras
para generar las firmas de expresion génica, carecen de una cohorte externa e
independiente de muestras que validen los hallazgos obtenidos, y no disponen de
comparaciones entre estos pardmetros moleculares y los factores clinico-

patoldgicos utilizados habitualmente en la préctica clinica™".

Por otro lado ya existen dos plataformas comerciales que parecen haber
superado estas limitaciones. Una de ellas, Oncotype Dx® de CCR, se
comercializa actualmente en EEUU? Esta prueba se desarrollé inicialmente con
el analisis de 761 genes candidatos sobre muestras de pacientes con CCR estadio
I1'y 11l mediante técnicas de transcripcion reversa de la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR)*®. Asi surgi6 una firma pronéstica de 7 genes y otra
predictiva de 6 genes. Para validarla, se aplicaron a 1.200 muestras de pacientes
incluidos en el ensayo QUASAR vy los resultados se correlacionaron con la

evolucion de los pacientes*?.
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La otra plataforma comercial, ColoPrint®, se ha desarrollado como prueba
con valor pronostico mediante micromatrices multigénicas de &cido
desoxirribonucleico complementario (ADNc) en Agilent de 44 K, utilizando
muestras de tumor en fresco. La firma generada de 18 genes, clasifica a los
pacientes como de alto o bajo riesgo de recaida, independientemente de factores
clinico-patolégicos'®. Esta plataforma ha sido recientemente validada en una
serie independiente, en la cual se demuestra mediante un analisis multivariante
que ColoPrint® tiene valor pronostico para la supervivencia libre de recaida,
especialmente en pacientes en estadio 11'?®. Otra serie independiente ha generado
resultados similares*?’, mientras que estd en marcha un estudio prospectivo de
confirmacion, el PARSC (Prospective Study for the Assessment of Recurrence
Risk in Stage Il Colon Cancer Patients Using ColoPrintTM NCTO00903565;

http://165.112.8.96/ct2/show/results /NCT00903565).

Por altimo, la firma génica desarrollada por Almac Diagnostics en muestras
de tumor fijadas con formalina e incluidas en parafina ha sido recientemente
validada en una serie retrospectiva e independiente de pacientes. Sin embargo, en
el estudio no se describe el estado de inestabilidad de microsatélites (MSI). Esto
supone un gran problema, ya que es imposible estimar la contribucion relativa de

este marcador al rendimiento de esta nueva firma génica'?.

Por otra parte el proyecto Cancer Genome Atlas esta realizando un analisis

integrativo y completo en 224 CCR vy sus contrapartidas de tejidos normales. En

66


http://165.112.8.96/ct2/show/results%20/NCT00903565

este estudio se han identificado un total de 24 genes tumorales y ademas de los
bien conocidos APC, TP53, SMAD4, PIK3CA y KRAS también se han encontrado
mutaciones en los genes ARID1A, SOX9 y FAM123B. De forma similar al subtipo
de cancer de mama HER2-positivo, el estudio ha identificado alteraciones
somaticas en el nimero de copias génicas y amplificacion de HER2, planteando la
cuestion de si se debe usar también un test para seleccionarlos y proporcionarles
tratamiento con Trastuzumab, segun los resultados que se obtengan en diversos
ensayos clinicos que confirmen este hallazgo. El estudio también confirma un

papel crucial de la via Wnt y del gen MYC*#.

Actualmente, las firmas de expresion génica ColoPrint® y Oncotype Dx®
han demostrado tener valor prondstico, aunque no se ha llegado a un consenso
sobre su uso en la practica clinica por las Sociedades Espafiolas de Oncologia
Médica y de Anatomia patoldgica (SEOM y SEAP), siendo el estudio de la MSI
la Unica técnica suficientemente validada para ser utilizada para la decision de

tratamiento adyuvante®'.

7.2.3.Cancer de pulmon

El cancer de pulmdn no microcitico (CPNM) es otro de los tumores que ha
sido ampliamente estudiado en busca de una firma prondstica. Actualmente los
pacientes con CPNM avanzado portadores de mutaciones del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR), y probablemente en un futuro cercano los

pacientes con reordenamientos del gen de la quinasa del linfoma anaplasico
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(ALK), podran recibir un tratamiento especifico basado en el resultado obtenido

del analisis de biomarcadores*,

Numerosos estudios basados en tecnologias de microarray se han realizado
para determinar perfiles genéticos de supervivencia en CPNM y poder estratificar
el riesgo™***, Sin embargo, los genes identificados que estan relacionados con la
supervivencia no son consistentes entre los distintos estudios, probablemente
debido al numero limitado de muestras, heterogeneidad de la enfermedad y/o
factores técnicos como la diferencia de plataformas de microarrays y el
procesamiento de las muestras. Lu et al.**® realizaron un meta-anélisis de 7
estudios publicados para buscar los genes diferencialmente expresados en relacion
al tiempo de supervivencia. Encontraron una firma de 64 genes que podian

estratificar a pacientes en estadios precoces en bajo y alto riesgo.

Beer et al.’** publicé en 2002 una firma génica para adenocarcinomas de
pulmon en estadios precoces, basada en 50 genes, que permitia diferenciar un

subgrupo de alto riesgo que se beneficiarian de tratamiento adyuvante.
8. Biologia molecular del cancer de pancreas: estado actual.

A pesar de los avances obtenidos en la caracterizacion de los perfiles de expresion
en otros tipos de cancer, el cancer de pancreas continla siendo uno de los mayores retos
oncologicos actuales. Si bien es uno de los tumores mejor caracterizados a nivel

genético, la complejidad de su genoma plantea todavia muchas incAgnitas. Las
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alteraciones identificadas en las lesiones precursoras y su progresion como via de
carcinogenesis, la sobreexpresion de factores de crecimiento y sus receptores, los
cambios en la actividad de las vias de sefializacion o alteraciones de dianas
mutacionales de baja frecuencia son entre otros los hallazgos obtenidos del estudio

mediante microarrays.

El pancreas es un 6rgano particular y como tal, presenta una serie de dificultades

sobreafadidas que lo diferencia de otros tipos tumorales.

La primera de todas es la dificultad en la obtencion de tejido para estudio. La
complicada accesibilidad de este érgano ha dificultado durante mucho tiempo tanto el
estudio de lesiones precursoras como el de las propias neoplasias. Las nuevas técnicas
diagnosticas que incluyen toma de muestra mediante PAAF o biopsia trucut han
permitido disponer de material tumoral para estudio en estadios mas precoces. Derivado
de esta inaccesibilidad surge otro importante problema: la dificultad de reunir un
numero adecuado de pacientes en un tiempo razonable para sacar conclusiones utiles y
validas. No obstante, el desarrollo reciente de técnicas que permitan extraer ARN de
muestras obtenidas a partir de tejidos fijados en formaldehido y embebidos en parafina
abre una puerta a la investigacion de las piezas de reseccion conservadas de anteriores
intervenciones en cuantia suficiente y de pacientes de los que se dispone de un

seguimiento completo.

Otra de las dificultades aparentes es el contenido de ARNasas del tejido

pancreatico, lo que potencialmente interferiria en la extraccion de ARNm para estudios
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de genes de expresion. Sin embargo, las ARNasas son un producto de secrecion
mayoritario de las células acinares, las cuales se suelen perder por atrofia o destruccion

en los ACDP.

Pero sin lugar a duda, lo que caracteriza al ACDP, y ha sido la mayor de las
dificultades iniciales de su estudio molecular es la exuberante reaccién desmopléasica™®.
Habitualmente los ACDP resecados estan compuestos de una minoria de células
epiteliales tumorales rodeadas de un estroma no neoplasico fibroso denso predominante,
que contiene fibroblastos activos, vasos pequefios, células inflamatorias y componentes
atréficos residuales atrapados de los 6rganos invadidos*"**®, de manera que el volumen
tumoral de una pieza quirdrgica puede ser limitado en comparacién con el volumen total
(<40%)™® (Figura 7). Por ello se han utilizado para el estudio de perfiles de expresion 2

tipos de muestras: las lineas celulares y las piezas quirdrgicas.

Figura 7: Imagen histologica de un ACDP. En ésta se puede observar que el volumen tumoral
representa un 30-40% del volumen total. El resto corresponde a fibroblastos, ECM y células
inflamatorias. (H&E 200x).
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Por un lado, las lineas celulares de canceres de pancreas son muy Utiles porque se
componen de poblaciones de células epiteliales ductales exclusivamente. Ademas
también estan disponibles lineas celulares de células ductales pancreaticas no
neoplasicas lo que permite facilmente identificar grupos de genes diferencialmente
expresados por estas células tumorales y no por las no neoplésicas. Aunque estas lineas
celulares son muy utiles tienen sus desventajas, ya que al crecer en medios artificiales,
pueden producir un cambio de expresion de genes, particularmente disminuir la
expresion de genes relacionados con las interacciones normales entre el epitelio y la

ECM138'139.

Las muestras correspondientes a piezas de reseccion quirdrgica, las cuales
representan a la neoplasia en su estado “nativo”, son algo esencial en los estudios de
expresion, pero como hemos visto presentan un predominio de células estromales no

neoplésicas. La microdiseccion manual y laser'36-140141

y otros métodos de purificacion
del componente epitelial pueden utilizarse para solventar este obstaculo, aungue al usar
muestras ricas en estroma también se puede obtener informacién de la expresion de

genes relacionados con la interacién tumor-estroma3’ %8142

. Incluso esto permite la
deteccidn de patrones de genes de expresion del epitelio tumoral lo suficientemente
robustos para que puedan ser detectados a pesar de la predominancia del componente

estromal.

El analisis y comparacién de los resultados permiten obtener una visidn mas

completa de los patrones de genes de expresion en el ACDP. Asi mismo, los genes que
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estdn expresados soOlo en las piezas de reseccion son probablemente aquellos

relacionados con la interaccion tumor-estroma®3,

Todas estas peculiaridades hacen del cancer de pancreas un tumor dificil de
estudiar en comparacion con otros tumores sélidos como la mama o el pulmén. Las
nuevas tecnologias de toma de muestra, microdiseccién e ingenieria genética estan

permitiendo que se avance en el conocimiento molecular de este tumor.
8.1. Teécnicas de andlisis global de expresion de genes (niveles de ARN)

Existen diferentes técnicas que han revolucionado la capacidad de estudiar los
genes de expresion en el cancer de pancreas: el analisis seriado de genes de
expresion o SAGE, ADNc microarrays, arrays de oligonucledtidos y los métodos de

secuenciacion de proxima generacion (NGS).
8.1.1.SAGE

El andlisis seriado de genes de expresion (SAGE) fue desarrollado por
Velculescu et al.'*®. Se trata de una técnica que permite obtener un perfil de
expresion génico celular cuantitativo y completo***!#*. De forma breve, en este
procedimiento, los transcritos de ARNm celular se convierten en ADNc, que se
unen de forma especifica a las enzimas de restriccion y se dividen en pequefios
fragmentos de 10-14 bp, denominados tags. Estos tags son amplificados mediante
PCR, concatenados y secuenciados. Cada tag identifica el transcrito de un gen

especifico'®®. La cantidad de tags provee una medida cuantitativa del nivel de
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transcrito presente en la muestra de ARNm analizada, lo que permite comparar los
niveles de expresion entre distintas muestras'**. Esta capacidad de cuantificar la
expresion génica representa la mayor ventaja de SAGE en relacion a otros

métodos de screening de genes diferencialmente expresados™®.

Un gran namero de coleccion de SAGEs estan disponibles on line para todo

el publico (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/), lo que permite obtener un perfil

completo en una variedad de tejidos y enfermedades'“®. El pancreas normal vy el
ACDP fueron de los primeros tejidos en ser estudiado mediante esta técnica
SAGE™. Ryu et al.**" identificaron mediante este sistema 74 genes que se
expresaban de forma diferencial en las muestras procedentes de piezas de
reseccion respecto a las lineas celulares. Estos genes fueron denominados genes
de invasién. Un afio después, Ryu et al.*** estudiaron 6 lineas de céncer de
pancreas, 2 cultivos de corto plazo de células ductales pancreaticas y 2 muestras

quirdrgicas, identificando 86 genes.
8.1.2. ADNc microarrays

Esta técnica consiste en la hibridacion competitiva de ADNc de muestras y
controles a chips de microarrays de ADNc, permitiendo la identificacion de
perfiles génicos de las diferentes muestras. Crnogorac-Jurcevic et al.'*®
compararon mediante esta técnica la expresion diferencial de genes en pancreas

normales, tejido tumoral pancreatico y muestras tumorales enriquecidas mediante

aspiracion. ldentificaron 187 genes sobreexpresados en las muestras tumorales
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enriquecidas de los cuales 149 también lo estaban en las muestras tumorales no

enriquecidas. lacobuzio-Donahue et al.**°

analizaron muestras de tejido congelado
de pancreas normal y tumoral, asi como de lineas celulares, identificando 149

genes diferencialmente expresados en las muestras tumorales.
8.1.3. Arrays de oligonucleotidos

Con este método el ADNCc se hibrida con arrays de oligonucledtidos (se
sintetizan en el mismo chip y son complementarios a los ADNc). La intensidad de
la sefal refleja de forma lineal la cantidad de ARNm presente en la muestra

1.1 identificaron en su estudio con esta técnica

original. lacobuzio-Donahue et a
97 genes, la mayoria de los cuales no habian sido descritos en el ACDP hasta el

momento.
8.1.4. Next Generation Sequencing

Los nuevos métodos se secuenciacion masiva han sido denominados
secuenciacion de préxima generacion o next-generation sequencing (NGS)™ en
contrapartida a los métodos automatizados de Sanger denominados hoy como
tecnologia de primera generacion. La llegada de las tecnologias NGS al mercado
ha supuesto una gran revolucion en la investigacion basica, clinica y aplicada. En
algunos aspectos el potencial de NGS es comparable a los inicios de la PCR™?*%®,
El mayor avance que ofrece las NGS es la capacidad de producir un volumen

enorme de datos producidos a bajo coste. Por ejemplo, los estudios de microarrays
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de expresion génica estan ahora siendo reemplazados por métodos denominados
“seg-based methods”, en donde se pueden identificar y cuantificar transcritos
raros sin conocimiento previo del gen en particular y pueden dar informacion
acerca de splicing alternativo y variacibn de secuencias en genes
identificados™"**®. Si bien su precio sigue limitando su aplicacién, principalmetne
en los estudios de ARNm, si se quieren analizar las variantes de los diferentes

ARNE.

9. Mecanismos moleculares en la patogénesis del cancer de pancreas

El estudio de la patogénesis molecular es impresdicindible para la identificacion
de moléculas utiles tanto para el diagnéstico como tratamiento y pronostico del cancer
de pancreas. Los estudios sobre el genoma humano y sus bases de datos han permitido
generar mapas de las distintas vias de sefializacion implicadas en el desarrollo de los
tumores humanos. Asi pues vemos en la Figura 8 el mapa de las vias alteradas en el

ACDP™,

Entre los diferentes mecanismos moleculares implicados en la iniciacién y
progresion del ACDP se han identificado la activacion de oncogenes e inactivacion de
genes supresores de tumores, asi como la desregulacion de numerosas vias de

sefializacién y otros mecanismos involucrados como la inflamacion o la angiogénesis®.
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9.1. Activacion de oncogenes
9.1.1. RAS

La familia del gen RAS codifica 3 proteinas de 21-kDa ligadas a la
membrana que intervienen en la sefial de transduccién y la mediacién de distintos
efectos como la proliferacion celular y la migracion*®. Uno de los miembros
mejores conocidos en humanos es la proteina KRAS®. La activacion del oncogén
KRAS se ha observado hasta en el 90% de los ACDP**, uno de los mayores

porcentajes de alteracion encontrado en ningun otro tipo de tumor humano.

La mayoria de las mutaciones del ACDP se encuentran en el codon 12 del
cromosoma 12 y son transversiones de G-T, a diferencia del cancer de colon que
se tratan de transversiones de G-A. La activacion constitutiva de Ras produce
una estimulaciéon incontrolada de la cascada de sefiales que promociona el

crecimiento celular incontrolado (Figura 9).

Las mutaciones activadoras de KRAS se encuentran en estadios muy
precoces, por lo que parece un potencial biomarcador de esta enfermedad. Sin
embargo, las mutaciones no se encuentran exclusivamente en las neoplasias, sino

que se asocia a la PC y lesiones no malignas®.

La alteracion de la via RAS no se limita a mutaciones de KRAS®. En el
importante trabajo de sefializacion molecular del ACDP de Jones et al.'®

encontraron 1500 mutaciones somaticas de 1007 genes que identificaron sobre 24
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ACDRP. La sefializacion de KRAS estaba alterada en el 100% de los casos, pero no
todos ellos correspondian a una mutacién propiamente de KRAS; algunos casos
incluian mutaciones de sus efectores negativos como las cinasas MAP. A pesar
del papel evidentemente crucial de KRAS en el desarrollo y mantenimiento
tumoral, la activacion de KRAS por si sola no es suficiente para la transformacion

maligna®®®.

Growth factor ( )~

CRAED (RasGTP)
RAF <—c > t\. .1-,:0@9 Kinase Recaplor
b

l RasGDP 208

Proliferation
Survival
Motility/invasion

Figura 9: Representacién esquematica de la via de sefializacion RAF-MEK-ERK. La
activacién aberrante de esta via en el cancer puede ser mediante mutaciones activadoras
de BRAF o de RAS, siendo esta Ultima el caso del ACDP (Adaptada de Montagut y
Settleman*®®).

9.1.2. EGFR

Los factores de crecimiento son proteinas que controlan la proliferacion y la

diferenciacion celular. La familia del factor de crecimiento epitelial (EGF) incluye

78



distintos polipéptidos con secuencias homdlogas como el factor de crecimiento
transformante alfa (TGF-a), con afinidades por los mismos receptores. Los 4
receptores de la familia EGF estan compuestos por un dominio extracelular, una
region transmembrana y una region intracitoplasmatica tirosin-cinasa. Estos se
denominan ERBB1 (EGFR), ERBB2 (HER2) ERBB3 y ERBB4. Cuando el
ligando se une, produce la dimerizacién del receptor, lo que provoca la
fosforilacion de EGFR, activando moléculas en diferentes vias de sefializacion
como PI3K, SRC, MAPK1 y STATS3, induciendo la progresion del ciclo celular, la

division y supervivencia celular, motilidad, invasion y metéstasis (Figura 10).
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Figura 10: Representacion esquematica de la via de sefializacion EGFR. La union de los
ligandos EGF, TGF-B, etc, al receptor EGF permite la dimerizaciéon de éste con otro
miembro de la familia ERBB que fosforila los residuos de tirosina localizados en el
dominio intracelular. Esto permite la activacion de las vias RAS/RAF/ERK, PI3K/AKT,
PLC-y, y JAK/STAT (Adaptado de Dutta et al.*®).

Las alteraciones que pueden ocurrir sobre EGFR en el cancer incluyen la

sobreexpresion, mutacion, delecion y reordenamientos, las cuales inducen la
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activacion de los receptores tirosina cinasa y promueven el desarrollo y

progresion del ACDP*.

La sobreexpresion de EGF y EGFR es comtn en el ACDP*®. Por otro lado,
la amplificacion de HER2 y la sobreexpresion de la proteina p185 se observa en la
mitad de los canceres de pancreas™®. Sin embargo la sobreexpresion de EGFR se
encuentra mayormente en estadios avanzados y se asocian a una peor

supervivencia'®.
9.1.3. NOTCH

Las proteinas Notch son un magnifico ejemplo de como una molécula de
sefializacion puede comportarse bien como oncogén, bien como gen supresor,

dependiendo del contexto celular en el que se encuentre.

NOTCH1 es un oncogén bien establecido en el caso de la leucemia
linfoblastica aguda T pero que actla como gen supresor en la piel'®’. La
complejidad efectora de Notchl en diferentes tejidos también se extiende a las
diferentes isoformas dentro del mismo tejido ya que, si bien Notch2 es necesaria
para la progresion de una lesion preneoplasica tipo PanIN en un modelo de raton
RAS mutado, Notchl se comporta como gen supresor en este mismo modelo

murino®81°,

NOTCH participa en el desarrollo embrionario del pancreas mediante la

autorenovacion de las células progenitoras del pancreas y desarrollo del linaje
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exocrino®™. La via de sefializacién se activa durante la embriogénesis temprana
del pancreas y alcanza su maximo al nacimiento. Una vez completado el

desarrollo, se inactiva.

En el ACDP, NOTCH es un importante oncogéen mediador en las lesiones
precursoras®®. Se han identificado 4 genes NOTCH (NOTCH1, NOTCH2,
NOTCH3 Y NOTCH4) y 5 moléculas que actuan como ligandos en mamiferos

(DLL1, DLL3, DLL4, JAG1 y JAG2)'"* (Figura 11).

Jag

-socrolase

Figura 11: Representacion esquematica de la via de sefializacion NOTCH. La activacion
de NOTCH mediante la unién de un ligando JAG produce su activacion y la traslocacion
al nacleo para producir la expresion de genes. ADAM: A-Desintegrina y Metaloproteasa;
p300: histona acetiltransferasa; NICD: dominio intracelular de NOTCH. (Adaptado de
Alison et al.*?)

En el ACDP los componentes de la via NOTCH, incluyendo ligandos,
receptores y genes dianas del final de la cascada, se encuentran sobreexpresados,

comparados con el pancreas normal*’%*™,
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La activacion de Notchl es solo aparente en estadios tardios de la
carcinogénesis’™® ya que se encuentra expresado en el 50% de los ACDP pero no

en las lesiones intraepiteliales.

Se ha sugerido que el aumento de sefializacion de la via NOTCH en el
ACDP es debido a la acumulacién de células precursoras indiferenciadas. El
mecanismo por el cual esta via aparece sobreactivada en el ACDP podria
asociarse a la activacion de la via RAS (bien por mutacién directa o a través de

TGF-a inducido por la activacion de EGFR/RAS/MAPK1) /1473174,

9.14. MET

El oncogén MET, codifica el receptor tirosina cinasa transmembrana c-met,
cuyo Unico ligando es el factor de crecimiento hepatocitario (HGF), una citoquina

175176 Estudios

multifuncional que tiene maltiples funciones bioldgicas
previos'"*"® han demostrado que ambas moléculas tienen un papel importante en
la angiogénesis y crecimiento tumoral. Tras la union de HGF con c-met, el
receptor se activa y autofosforila, induciendo a su vez la fosforilacion de otras
proteinas que producen cambios funcionales y biolégicos. El sistema HGF/C-
MET interviene en la interaccion del epitelio-mesénquima asi como en la
regulacion de la multiplicacién, diferenciacion y movimiento celular'’®. Se ha

visto que en condiciones de hipoxia, los fibroblastos asociados al tumor producen

HGF estimulando la angiogénesis y el crecimiento tumoral asi como aumentando
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la motilidad celular y la ruptura de la matriz extracelular, potenciando la invasion

y las metastasis (Figura 12).

HGF Interacting proteins
(9.9., RON, EGFRs, a5} intagrin
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Figura 12: Representacidn esquematica de la via HGF/MET. (Adaptado de Liu et al.182).

C-MET y HGF se encuentran sobreexpresados en méas de un 70% y 35% de

los ACDP respectivamente®’# 8%,

9.1.5. WNT
Las proteinas Wnt constituyen una gran familia de glicoproteinas implicadas
en multiples funciones celulares como la proliferacion, apoptosis, diferenciacion y
migracion'®. Se han descrito distintas vias de sefializacion: la via B-Catenina-
dependiente o via canonical y las vias B-Catenina-independientes (planar-cell

polarity y Wtn-Ca”*)!#*%(Figura 13).
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Figura 13: Representacion esquematica de las vias de sefializacion de WNT (Adaptada de
Davis et al.*®).

La proteina [3-Catenina se encuentra fosforilada de forma basal y es asi que
puede ser degradada; sin embargo, la union de las proteinas Wtn produce la
activacion de vias intracelulares que causan que B-Catenina entre en el nicleo
provocando la expresion de genes como MYC y CCND1. Se han encontrado
niveles aumentados de B-Catenina en la mayoria de ACDP pero no en tejido no
tumoral pancreatico™®*®. El grupo de trabajo de Zeng et al.**® demostré que
existe una sobreexpresion de B-Catenina en mas de la mitad (65%) de los ACDP
pero s6lo de forma aislada se observaba mutacion en el gen de la B-Catenina

(CTNNBL).
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La via Wtn-Ca®* ha sido implicada en una variedad de canceres incluyendo
higado, colorrectal, mama, préstata, renal y neoplasias hematoldgicas. Wnt5a es
una de las proteinas de la familia que ha sido identificada como una activadora de
la via no-canonical. Muchos estudios han documentado el papel crucial de Wnt5a
en la progresion tumoral y la metastasis, contribuyendo a la migracion e
invasion'® % La expresion de Wnt5a se encuentra elevada en el ACDP
comparado con el tejido pancreético no tumoral*®*®°_ Ademas la intensidad de su
expresion aumenta inversamente proporcional al grado de diferenciacion del

tumor'®

. Wntba actia como un potente activador de la migracion celular e
invasion en el ACDP aunque este efecto estimulante no ha sido observado
consistentemente en algunas lineas celulares, lo que refleja la dependencia de la

funcion segdn el contexto. Wnt5a también puede actuar sobre la via B-Catenina-

dependiente confiriendo agresividad al tumor*®.

Cualquier ganancia de funcién en los activadores o pérdida en los
inhibidores de la sefializacion Wnt, produce la activacion aberrante de estas 3
vias. La inhibicion de la sefializacién Wnt reduce la proliferacion e incrementa la
apoptosis de las células del cancer de pancreas. La via Wnt/p-Catenina presenta

ademas puntos de interaccion con la via de SMAD4.

9.1.6. Otros oncogenes

La amplificacion de otros genes también es importante en la patogénesis del

ACDP. El oncogen MYC es otro de los genes que se han encontrado amplificados
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en los ACDP (hasta en un 30% de los casos)***®®. También existen evidencias de
la sobreexpresion de oncogenes como BCL6, S100P y CCND1°. Se ha observado
que la sobreexpresion de ciclina D1 se asocia a peor pronostico ya que promueve
el crecimiento tumoral y confiere resistencia a la quimioterapia inhibiendo la

apoptosis inducida por ésta’®?.

9.2. Inactivacion de genes supresores de tumores

La inactivacion de estos genes supone otro hecho importante en la iniciacion
del cancer de pancreas. Existen diferentes mecanismos por los cuales estos genes
supresores pueden inactivarse como mutaciones, deleciones o hipermetilaciéon. Los
principales genes supresores que intervienen en el cancer de pancreas son P16, TP53

y SMADA4.
9.2.1. P16

Se ha visto que el gen P16 (también denominado CDKN2A, INK4A o MTS1)
inhibe la actividad de la ciclina D1 y del complejo CDK4/6 que actian como
reguladores del ciclo celular*®. CDK4 y CDK®6 interacttian normalmente con la
ciclina D1 para fosforilar la proteina del retinoblastoma (Rb). Esto permite que Rb
se disocie del complejo que forma con el factor de transcripcion E2F y este ultimo
active genes requeridos para la sintesis de ADN. De esta manera P16 controla la
progresion del ciclo celular inhibiendo la division celular (Figura 14). Ademas, la

via RAS/RAF/MEK mencionada anteriormente incluye la activacion de los
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factores Etsl y Ets2, los cuales tienen puntos de union al promotor de P16 y

provocan su transcripcion®.

Cell Cycle -
Arrest y

-

|_

CDK
(p16/nk

Transcription
Activation

Transcription
Repression

¥

Cell Cycle
Progression

~N
&

Apoptosis

Figura 14: Representacion esquematica de la via de sefializacion P16. La inactivacion de
pl6 hace que mediante CDK4/6 se fosforile Rb y active la transcripcion de E2F y por
tanto el paso de fase G1 a S. (Adaptada de Knudsen et al.'®).

Aproximadamente la practica totalidad de los ACDP (95%) tienen
inactivada la via supresora de tumores Rb/pl16. Aunque en otros tumores la via
puede alterarse en diferentes puntos, en el cancer de pancreas aparece inactivada
casi exclusivamente por la alteracion de P16 y s6lo de manera aislada por
inactivacion de RB. La inactivacion de P16 puede ocurrir por mutacién
intragénica (40%), por deleciobn homologa (40%) o por hipermetilacion de su

promotor (15%); esta ultima solo en aquellos tumores en los que P16 no haya sido

193

alterado geneticamente

Los pacientes con mutacion de P16 presentan mayor tamafio tumoral y
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menor tiempo de supervivencia, lo que sugiere que actla también confiriendo

agresividad al tumor mediante la interaccion en otras vias de sefializacion®.
9.2.2. TP53

La proteina p53 es una barrera que previene de la transformacion maligna
celular. Su funcion protectora se basa en la capacidad para detener el ciclo celular
0 bien favorecer la apoptosis. P53 puede ser activada mediante distintos
estimulos, siendo el mas importante el dafio del ADN. En condiciones normales,
los niveles de proteina p53 son bajos ya que ésta se degrada rapidamente. Cuando
se detecta un estrés o dafio celular se inhibe su degradacion, acumulandose en su

forma activa®.

La activacion de p53 induce la expresion de varios genes dianas como el
gen CDKN1A. Al unirse al promotor de este gen se estimula la produccion de p21
(CIP/WAF1), la cual regula el complejo ciclina D1 y CDK2 (Figura 15). La
inhibicidn de estas ciclinas dependientes de cinasas (CDK) induce la detencion de
la célula en fase G1 e inhibe la division celular hasta que el dafio del ADN ha sido
reparado Y los niveles de p53 se han restaurado. Cuando el dafio es tan grave que

no puede ser reparado de forma eficiente, se induce la apoptosis celular.

Las mutaciones del gen TP53 se encuentran es mas de la mitad de los
tumores humanos, siendo por tanto el gen que con mas frecuencia se haya

mutado’®. La incidencia de mutaciones de TP53 en el ACDP varia entre el
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24%'% y el 70%'%°. Las mutaciones de TP53 inactivan la proteina producida, si
bien se ha visto que algunas mutaciones de TP53 pueden producir una proteina de
igual longitud pero con una alteracion de la estructura tridimensional que la hace
no funcional®. Ademas se ha observado que las alteraciones del gen TP53 se
asocian con frecuencia a las mutaciones de KRAS, lo que sugiere que existe un
punto de interferencia comdn que produce una actividad cooperativa entre ambas
vias. La pérdida de funcion de p53 se asocia con una supervivencia menor y una

disminucién de la sensibilidad a ciertos agentes quimioterapicos®.
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Figura 15: Representacion esquematica de la via de sefializacion de TP53. La activacion
de TP53 produce la transcripcion de p21 que mediante la inhibicién de CDK4 y CDK2 y

previene que Rb se fosforile, libere a E2F y éste active la proliferacion celular'®,
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9.2.3. TGFpB/SMAD4

El factor TGFp es una citocina segregada por el epitelio, endotelio y células
hematopoyéticas y mesenquimales. Su unién a los receptores TGFp tipo | o Il
forma un complejo heteromérico que desencadena la fosforilacion de Smad2 y
Smada3, 2 proteinas citoplasmatica que forman un complejo con Smad4, la cual se
transloca al ndcleo donde acumula y activa la transcripcion de diferentes genes,

incluidos algunos responsables de la parada del ciclo celular®® (Figura 16).

""“'-TEF-E
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Figura 16: Representacion esquematica de la via de sefializacion TGFA. La union de
TGFp a los receptores tipo | (RI) y tipo 1l (RII) desencadena la fosforilacion de RIl'y su
actividad serina-treonina proteina cinasa. Los receptores Smad2 y Smad3 son regulados
negativamente por SARA. Al unirse a Smad4 forman un complejo que se transloca al
nicleo y media la expresion de genes (Adaptado de Sherr et al.'®).

TGFB media en un amplio grupo de procesos fisiolégicos, como el

desarrollo embrioldgico, la reparacion tisular, la angiogénesis o la
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inmunosupresion. También tiene una funcién compleja en la tumorogénesis como
supresor tumoral de células epiteliales, ademas de promover la invasion y

metastasis durante estadios tardios.

Muchos canceres, incluyendo el ACDP, presentan defectos en la via de
sefializacion TGFp. A pesar de que las alteraciones genéticas del gen SMAD4 son
frecuentes en el ACDP como veremos a continuacion, también se han descrito
mutaciones de los genes TGFBR1 y TGFBR2 (genes que codifican los receptores

de TGFP) en un 1y 4% de los canceres de pancreas respectivamente®.

Como acabamos de ver, la inactivacion del gen SMAD4 (también Ilamado
DPC4 “delecionado en ACDP”) es una alteracion que se encuentra
frecuentemente en el cancer de pancreas. Este gen codifica la proteina Smad4 que
participa en la inhibicién del crecimiento celular y la angiogénesis. La
inactivacion de SMAD4 es relativamente especifica del ACDP, a pesar de que
también ocurre en otros canceres, aungue con menor incidencia. Se ha visto que la
delecién de SMAD4 se encuentra hasta en un 50% de los ACDP* y en mas del
90% existe una pérdida de heterocigosidad. Las alteraciones de SMAD4 ocurren
relativamente tardias en el proceso de carcinogénesis, siendo mas frecuentemente
encontradas en los carcinomas pobremente diferenciados. Estos tumores también
presentan menor supervivencia comparados con los tumores sin pérdida de

SMAD4?*?, Ademas, la inactivacion de SMAD4 se suele acompafiar de la
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inactivacion de P16, lo que pone de manifiesto la importancia de esta alteracion

en la patogenia del ACDP.

Aunque la inactivacion de SMAD4 sélo ocurra en la mitad de los ACDP, la
disrupcion de la via de senalizacion de TGF ocurre en el 100% de los casos™,
Esto puede ser por que TGFB puede actuar también mediante vias Smad-
independientes que afectan a RAS, PI3K y MAPK1 por lo que la inactivacion de
Smad4 suprime algunas funciones tumor-supresoras mediadas por TGF*%
TGFP actaa tanto a nivel de la célula pancreatica tumoral como la célula estromal

provocando una compleja interaccion de ambos componentes 0 compartimentos

en la que intervienen también otras rutas de sefializacion (Figura 17).

Pancreatic Cancer Cell Stromal Cell
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Figura 17: Representacion esquematica de la interaccion epitelio-mesénquima. Ambas
celulas responden a la activacion de la via de sefializacion de TGF y Hedgehog (SHH).
La activacion de RAS es un factor contribuyente. Los factores de crecimiento y
quimiocinas producidas por las células inflamatorias, fibroblastos y PSCs pueden
estimular la sefializacion de NF-xB en ambos tipos celulares (Adaptado de McCleary-
Wheeler et al.*®).
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9.2.4. Otros genes supresores de tumores

Tal y como se comento antes, el gen CDKN1A codifica la proteina p21, un
inhibidor de las CDKs que forma un complejo con ciclina A/CDK2 y ciclina
D1/CDKA4 e inhiben su actividad, provocando la detencion celular en fase G1. La
pérdida de actividad de p21 se ha observado en el 50% de los canceres de

pancreas®®®.

CDKN1B codifica la proteina p27, otro inhibidor de CDKs que también
regula la progresion del ciclo celular de la fase G1 a la fase S (Figura 18). La

pérdida de la expresion de p27 también se ha descrito en el cancer de pancreas®.
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Figura 18: Representacion esquematica de la actividad de p27. Este presenta una doble
accion sobre los complejos ciclina D1/Cdk4 y ciclina E/Cdk2. (Adaptada de Zafonte et
al.®®).

Otro gen supresor, BCRA2, participa en la reparacion del dafio producido al

ADN y las mutaciones en éste se han relacionado con un incremento del riesgo de

padecer cancer de pancreas.
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9.3. Otras vias de sefializacion implicadas en el cancer de pancreas

9.3.1. Viade COX

Las enzimas ciclooxigenasas

prostaglandina H, (PGH2), precursor de otras
prostaciclinas y tromboxanos e induciendo el
inflamacion

numMerosos mecanismos como la

agregacion plaquetaria®®. Existen 2 isoformas:

(COX) favorecen

la formacion de
moléculas de prostaglandinas,
crecimiento celular mediante
o la regulacién vascular y

COX1 producida de manera

constante en numerosos procesos fisioldgicos y COX2, estimulada en procesos

inflamatorios o tumorales por citocinas, factores de crecimiento y otros

promotores tumorales (Figura 19). Estudios inmunohistoquimicos han demostrado

gue COX2 se encuentra sobreexpresada en el 50% de los ACDP?".
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Figura 19: Representacion esquemaética de la via de sefializacion COX y las distintas
funciones de los productos resultantes (Adaptado de Cebola et al.?®).
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9.3.2. Viade IGF-IR

El receptor del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-IR) es un
receptor tirosina cinasa que tiene efectos antiapoptéticos y de promocion del
crecimiento, y actla en multiples cascadas de sefiales, como PI3K, MAPK1 y
STAT3®, IGF-IR se encuentra sobreexpresado en més de un 60% de los

ACDP209:210
9.3.3. Viade SRC

Src es uno de los 9 miembros de la familia de proteinas tirosina cinasas no
receptoras SRC. En condiciones normales, Src se encuentra fosforilada e inactiva.
Esta proteina tiene diversos papeles en la proliferacion celular, supervivencia,
motilidad, invasividad, resistencia a la quimioterapia y angiogénesis. Actla en
maultiples vias y es una diana ideal para intervenciones terapéuticas. Se postula
que Src puede inducir transformacion mediante la sobreexpresion de IGF-IR en
lineas celulares de ACDP. Se ha descrito que hasta en un 70% de los ACDP se
encuentra sobreexpresada y que hasta el 80% de estos muestra a su vez

sobreexpresion de IGF-IR?.

9.3.4. Viade PI3K-AKT

Esta via de sefalizacion interviene en la proliferacién, supervivencia,

resistencia a la apoptosis, angiogénesis e invasion'®?. La activacion de PI3K
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puede ocurrir mediante la union de ligandos a los receptores EGFR o IGF-IR.
PI3K activa a Akt que induce a su vez la activacion de mdltiples cascadas como
mTOR y NF-kB. La activacion de PI3SK/AKT se encuentra en el 59% de los

ACDP?? y representa un factor pronéstico negativo independiente®*?,

AKT2 es uno de los 3 oncogenes que codifica la proteina AKT implicada en
la activacion de la via PISBK-AKT. AKT2 se encuentra amplificado en el 20% de

los ACDP?4,

Otra forma de activacion constitutiva de esta via es mediante la expresion
aberrante de PTEN, un antagonista natural cuya alteracion ha sido frecuentemente
observada en el ACDP?™. Por otro lado, el factor de transcripcion HMGI(Y) que

P216

se encuentra sobreexpresado en el ACDP“™, parece que media la resistencia a

gemcitabina a través de la via AKT?Y,
9.3.5. Viade NF-xB

La via de sefializacion NF-xB interviene en el control del crecimiento
celular, diferenciacion, apoptosis, inflamaciéon, respuesta al estrés y otros procesos
celulares fisiolégicos?'®. Normalmente, en ausencia de estimulo, NF-kB se
encuentra en el citoplasma secuestrada y puede ser activada mediante
fosforilacion. Esto produce su traslocacion al nacleo y unidén a promotores de
genes diana como Survivin, MMP9, UPA y VEGF, los cuales intervienen en la

supervivencia celular, apoptosis, invasion, metastasis y angiogénesis (Figura 20).

96



Growth factors

IKK Activation NF-xB inhibitor
‘ degradation

E NF-xB L
@_B) inhibitor E ‘

Cell membrane @F"‘B
Nucleus _— ——_  NF-xB release
(o o

\M WA A ,9’
~___ gene

Figura 20: Representacion esquematica de la via de sefializacion NF-xB. La proteina
NEMO activa el complejo IKK el cual actta sobre el inhibidor de NF-xB, promoviendo
su degradacion. De esta manera, la molécula NF-kB libre se transloca al ndcleo y activa
sus genes diana (Adaptada de Agou et al. ?*?).

NF-kB se encuentra constitutivamente activada en muestras tisulares y
lineas celulares de ACDP, pero no en tejido pancreatico normal®®. Ademas, la
desregulacién de NF-xB puede ser inducida mediante un cruce con la via Notch,
de manera que ambas vias aparecen como importantes fendmenos en el proceso

de invasion y angiogénesis del ACDP.
9.3.6. Via de Hedgehog

La via de sefializacion de Hedgehog es una via esencial para el desarrollo
embriologico del pancreas. Uno de sus ligandos, sonic hedgehog (SHH) se

expresa en el epitelio endodérmico en estadios embrionarios, pero no en pancreas
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adulto. SHH solo es secretado por el compartimento epitelial tanto en lesiones
precursoras como invasoras’?’. La activacién constitutiva de esta via de
sefializacion es considerada un prerrequisito para la viabilidad de las cancer stem
cells o células madre tumorales (CSCs) pancreaticas tanto en el compartimento
epitelial como estromal®®®. La expresion aberrante de SHH se ha encontrado en
el 70% de los ACDP??®, La evidencia experimental ha demostrado que la
sefializacion de SHH se correlaciona con el desarrollo de un estroma
desmoplésico que es reconocido como parte activa en la carcinogénesis y

resistencia a la terapia®**%.

9.3.7. Viade CXCR4 y su ligando CXCL12

El receptor 4 de quimiocina (CXCR4) y su ligando CXCL12 tienen una

.2 no sélo

importante funcion en la mediacion de la invasion del ACDP. Li et a
demostraron ésto, sino que ademas han demostrado que existe un punto de cruce

con la via de Hedgehog.
9.3.8. Viade FAK

FAK (PTK2) es una tirosina cinasa citoplasmatica que interviene en la
sefializacion celular, adhesion, migracion, apoptosis y progresion del ciclo celular
y esta estrechamente relacionada con la via de sefializacion de las integrinas.
Furuyama et al., demostraron la sobreexpresion de FAK en un 48% de los ACDP,

hecho que se relacionaba con el tamafio tumoral pero no con otros factores
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prondstico. Estos autores especulaban que FAK podria tener un papel importante

en la progresion tumoral®’.

9.3.9. Los receptores de gastrina y colestocinina

La gastrina es un péptido segregado por las células G del antro gastrico y
duodeno y puede actuar como factor de crecimiento en el cancer de pancreas entre
otros. Tanto CCKBR (receptor de gastrina y colestocinina) como los precursores

de la gastrina se encuentran expresados en un 95 y 55-91% de los ACDP?%,

9.4. Otros mecanismos implicados en la patogénesis del cancer de pancreas
9.4.1. Inflamacion

La iniciacién, promocién y progresion de los tumores puede verse
influenciada por numerosos mediadores de la inflamacion tales como las citocinas
TNF-a, IL-6, IL-8 e interferdn y u otros como COX2 o PPARG. También los
radicales libres de oxigeno se han relacionado con la iniciacion del cancer, ya que
inducen alteraciones y modificaciones post-translacionales de proteinas clave. Los
intermediarios reactivos de oxigeno y nitrogeno causan dafio oxidativo y nitracion
de las bases de ADN aumentando la probabilidad de que ocurran mutaciones®*.
En este sentido hay que tener en cuenta que factores de riesgo conocidos como el
tabaco, la pancreatitis cronica hereditaria, la obesidad y la diabetes tipo Il estan

directamente ligados al proceso inflamatorio y que el papel de la inflamacion en la
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promocion del ACDP desde lesiones precursoras se ha demostrado
experimentalmente en modelos de raton KRAS-mutado®°. Recientemente se ha
descrito que el factor de transcripcion STAT3 es un importante regulador de la
supervivencia celular, de la autorenovacion de las células madre y de la
inflamacion, imprescindible para el desarrollo normal. Se ha visto que en el
ACDP existe una activacion constitutiva de STAT3, que parece actuar en la

tumorogénesis en estadios tempranos®** (Figura 21).
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Figura 21: Representacion esquematica de la via de sefializacion IL-6/JAK/STAT. IL-6 se
une a su receptor e induce la fosforilacién de la cinasa JAK que permite la activacién de
STATS3 que a su vez se transloca al nucleo donde hace diana con genes relacionados con
la apoptosis, proliferacion y supervivencia. SOCS y PIAS son proteinas reguladoras
negativas de la via (Adaptada de Guo et al. ).

Nucleus

9.4.2. Telomerasas

Las telomerasas se localizan al final de los cromosomas y se contraen en
cada division celular, de modo que imponen un periodo de vida limitado a la

célula. Muchas células neoplésicas tienen una actividad detectable de las
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telomerasas con una plantilla de ARN que permite la elongacién de las

telomerasas. La telomerasa esté sobreexpresada en el 95% de los ACDP?.

9.4.3. Angiogeénesis

La extension tumoral y la produccion de metastasis se deben
fundamentalmente a los fendmenos de angiogénesis. Numerosos estudios
confirman que la expresion de varios factores angiogénicos como VEGF, bFGF y
endostatina estd aumentada en el ACDP, lo que sugiere que estos factores son

muy importantes para el desarrollo tumoral®*%%,
9.4.4. Receptores de integrina

Los receptores de integrina estan en la superficie celular e interactdan con la
matriz celular mediante varias vias de sefializacion. Estos receptores estan
implicados en varios procesos relacionados con la carcinogénesis como la
supervivencia tumoral, la capacidad de invasion y la produccion de metastasis.
Las integrinas aVb34 y aVb5 inducen angiogénesis mediante el factor de

crecimiento fibroblastico basico y VEGF respectivamente.
9.4.5. Metaloproteinasas de la matriz

Las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) constituyen una familia de
enzimas proteoliticas dependientes de zinc que degradan la matriz extracelular y

son esenciales para la extension del tumor y la produccién de neovascularizacion.
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El desequilibrio entre las MMPs y sus inhibidores naturales es un hecho frecuente

en el ACDP®.

9.4.6. Células madre tumorales

Cada vez es mayor la evidencia que sugiere que las neoplasias poseen una
pequefia poblacion de CSCs. Estas células forman un grupo heterogéneo en la
poblacién tumoral y contribuyen a la progresion, capacidad metastasica y
resistencia a la quimioterapia y radioterapia. Las CSCs pancreaticas se identifican
por marcadores de superficie como el CD133, CD44, CD24 vy flotillin 2. Algunas
vias de sefializacibn como mTOR, Hedgehog, Notch y Wnt parecen estar
implicadas en el mantenimiento de la viabilidad de las CSCs. La inhibicion de la
via mTOR mediante rapamicina reduce la viabilidad de estas células madre

CD133" por lo que suponen una diana terapéutica muy prometedora®®.
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I11. HIPOTESIS

El ACDP, al igual que otros tipos de cancer, se caracteriza por multiples cambios
en la expresion génica. EI conocimiento molecular acutal sobre los perfiles de expresion
del ACDP se basa fundamentalmente en los genes diferencialmente expresados,
conociéndose poco por el momento sobre las interrelaciones existentes entre ellos. Para
poder definir el ACDP en términos moleculares es necesario llevar a cabo un analisis

sistematico de la expresion génica de estos tumores.

La hipotesis de este trabajo supone la existencia de diferentes patrones de
expresion génica que determinarian la respuesta al tratamiento, la agresividad y la
evolucion de la enfermedad y que, por tanto, podrian correlacionarse con el tiempo de

supervivencia.

Este trabajo pretende investigar estos diferentes patrones de expresion y, al igual
que en otros tipos de tumores, relacionarlos con el estadio tumoral y la evolucion clinica

de los pacientes.
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IV. OBJETIVOS

Los objetivos concretos son:

1. Caracterizar el perfil o perfiles de expresion génica del ACDP.
2. Clasificar los diferentes patrones de expresion obtenidos.

3. Correlacionar estos patrones con la supervivencia.

El objetivo dltimo del trabajo serd la mejora en el conocimiento de las
alteraciones moleculares en el ACDP para contribuir al progreso de la investigacién

béasica y clinica en el cancer de pancreas y ayudar a mejorar su tratamiento y prondstico.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. Disefio del estudio

Este estudio tiene un disefio de cohorte, con un seguimiento de los pacientes desde
el momento del diagnostico hasta su defuncion o hasta el momento de realizar el
andlisis genético. Sobre dicha cohorte de pacientes se han realizado los perfiles de

expresion genica que se trataran de correlacionar con la supervivencia.

2. ldentificacion y seleccion de pacientes y muestras histologicas

Para la seleccion de los pacientes a incluir en el estudio se identificaron en primer
lugar todos los pacientes intervenidos por cancer de pancreas y resecados por el equipo
investigador entre 1998 y 2010, de los cuales se disponia de seguimiento clinico
completo. Este seguimiento clinico de los pacientes fue realizado por los servicios de
oncologia médica y cirugia digestiva mediante los controles clinicos y analiticos

habituales.

Sobre esta serie de pacientes se localizd el material histologico (cortes
histoldgicos y tejido tumoral en parafina) disponible en el Servicio de Anatomia
Patoldgica del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Los cortes histologicos de
todos los casos fueron revisados por dos patélogos para confirmar de forma definitiva el

diagnostico y descartar aquellos casos que presentasen un tipo histolégico tumoral
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diferente al adenocarcinoma ductal. Finalmente, sobre esta serie de casos corroborados
histolégicamente se buscd y clasificé todo el material en parafina del que se disponia y

se selecciond un bloque representativo por cada caso.

3. Base de datos de casos

Con la totalidad de pacientes seleccionados con diagndstico anatomopatoldgico
confirmado, seguimiento clinico completo y material histoldgico suficiente, se
confecciond una base de datos incluyendo los siguientes parametros: edad, sexo, tamafio
del tumor, nimero de ganglios resecados, nimero de ganglios afectos, invasion
vascular, invasion perineural, estatus del margen de reseccion, estadio y tiempo de

supervivencia.

El nimero total de pacientes que cumplieron los criterios y finalmente fueron

incluidos en el estudio y en la base de datos fue de 65 (Figura 22).

Figura 22: Material histologico clasificado. A: Material en parafina; B: Cortes histologicos.
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4. Microdiseccion laser

Para obtener muestras de tejido tumoral con el minimo contenido posible de
celularidad no tumoral se realizé microdiseccion. Para ello se realizaron en primer lugar
cortes de parafina de diferente grosor que dispusimos sobre portaobjetos especificos
para la microdiseccion y libres de ARNasas. A continuacion se desparafinaron y se

tifieron con H-E estéril (Figura 23).

e I

Figura 23: Diferentes ejemplos de los cortes de parafina tefiidos con H-E. Los portas utilizados
eran especiales para la microdiseccion y sin cubreobjetos.

El microscopio de diseccion laser utilizado fue AS-LMD Laser Microdissection
System (Leica Microsystems). Este consiste en un microscopio 6ptico convencional con
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pantalla de ordenador y un laser acoplado (Figura 24). El portaobjetos especial sin
cubreobjetos se coloca en la pletina boca-abajo. Debajo de esta pletina existe un sistema
colector donde se dispone el tubo de Eppendorf para la recoleccion de los fragmentos de
tejido disecado tal y como se observa en el dibujo (Figura 25). Este sistema permite
seleccionar exclusivamente las células tumorales mediante un sencillo software de

ordenador.

Figura 24: Microscopio disector laser AS-LMD (Leica Microsystems).

— - p— - \- -

K. AL T

Figura 25: Esquema del funcionamiento del microdisector laser.

Para la optimizacion del procedimiento de microdiseccion se introdujeron
variables diferentes, para determinar aquellas que permitieran una mejor recuperacion

del material génico.
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Asi pues, se utilizaron diferentes grosores para los cortes tefiidos con H-E (2um,
4 um, 6 um y 8 um) para determinar el grosor maximo capaz de ser cortado por el laser
del microdisector. Se determin6 como grosor éptimo de corte 6 um puesto que a mayor

grosor los fragmentos no se cortaban completamente.

Ademas se realizaron variaciones en el tiempo de secado del corte para minimizar

el dafio del ARN (Figura 26).

Figura 26: Corte con un tiempo insuficiente de secado. Esto produce coccion del tejido (halo
rojo) e impide su caida en el tubo de recogida.

También se hicieron distintas pruebas para establecer la cantidad de tejido
necesario (10.000-11.000 ceélulas) que permitiesen obtener material génico suficiente.
De esta manera se tomaron diferentes cantidades en funcion del &rea de tumor disecada,

parametro que era calculado por el software del programa (Figura 27).

Una vez optimizados los pardmetros anteriores, se microdisecaron los 65 casos
(Figuras 28). El material disecado iba siendo recogido en la tapadera del tubo Eppendorf
colocado debajo del portaobjetos y donde se colocaba una gota de solucion preservadora
de ARN (Figuras 29).
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Figura 27: Programa informatico del microdisector laser. En él se selecciona la zona de corte
(marcada en verde) y calcula dicha &rea para cortar.
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| BA.
Figura 29: Material tumoral microdisecado recogido en la tapa del tubo Eppendorf.

5. Obtencion de ARN

Para la optimizacion de los métodos para la obtencion de ARN de la mejor calidad

posible se probaron 2 kits diferentes de extraccion:

- High Pure FFPE RNA Micro Kit de Roche

- RNA isolation from FFPE Samples de Macherey-Nagel

Se analizaron los resultados en 2 muestras del mismo caso cortadas en iguales

condiciones obteniéndose ARN con menor degradacion en el primero.

Tras las primeras comprobaciones se observé que las concentraciones de ARN
obtenidas eran bajas (menores de 5 ng/uL), existiendo ademas gran variabilidad entre
las diferentes muestras. Para mejorar la eficiencia se ajusto el protocolo de extraccion
del kit de manera que, una vez digerida la muestra con proteinasa K, se cargaba en una
columna y el filtrado obtenido a su vez se cargaba en una segunda columna,

continuandose el procesado con las dos en paralelo. También se cambi6 la elucién de la
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muestra en la columna: calentamos el tampon de elucion (agua Gibco RNAse free) a
55°C, afiadimos 50uL por columna y se incubd 5 minutos antes de la udltima
centrifugacion. De esta forma se mejord considerablemente la cantidad obtenida de

ARN manteniendo la calidad de la muestra.

5.1. Comprobacion de la degradacion del ARN

Ademas de la cantidad, se comprobo la calidad del ARN de todos los casos para
corroborar que era suficiente. La degradacion del ARN se verifico en un gel de agarosa
y con un bioanalizador. Los resultados mostraron que estaba muy degradado, como era
de esperar, al no poderse identificar los picos correspondientes a los ARNSs ribosémicos

y detectarse que todo el ARN estaba fragmentado (Figura 30).

5.2.  Amplificacion del ARN

Dado que la cantidad de ARN obtenido era insuficiente para ser analizado
mediante los microchips seleccionados (“HumanHT-12 v4 Expression BeadChip
Illumina), se amplific6 el ARN mediante un sistema que mantiene las proporciones de
cada uno de los ARNs en la muestra y permite obtener cantidad de ARN suficiente
como para poder utilizar dichos chips. El kit empleado fue el kit “Sensation TM RNA
Amplification kit” de Genisphere, usando un protocolo especifico para muestras
obtenidas de parafina en el cual se utilizaban 10ng de ARN para obtener mas de 1.000
ng en total. Este extremo se comprobd en 12 muestras obteniéndose resultados

totalmente fiables.
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Figura 30: Imagen del bioanalizador para control de calidad del ARN. La gréafica superior es la
forma ideal de ARN, la segunda es un ARN parcialmente degradado, y la tercera corresponde a
un ARN totalmente degradado.
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6. Analisis mediante microchips

Todas las muestras seleccionadas fueron analizadas mediante el microchip
HumanHT-12 v3 Expression BeadChip que utiliza el sistema DASL HT FFPE ASSAY

KIT (ambos de Illumina) http://support.illumina.com/array/array Kits/humanht-

12 _v4 expression_beadchip_kit.ilmn (Figura 31 y 32).

illumina

Figura 31: Imagen del sistema de analisis de Illumina.

Figura 32: Plataforma 15018363 A WGDASL_HT.
Cada “linea” corresponde a un array diferente. Esta
plataforma permite el analisis de 12 muestras
simultaneamente.
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7. Estudio estadistico

El andlisis de los microarrays de expresion fue realizado mediante el paquete

Beadarray para identificar la posible asociacién entre los niveles de ARN de todos los

genes estudiados y la supervivencia de los pacientes mediante diferentes estrategias:

Segun supervivencia mayor o menor de 24 meses.

Seleccion de muestras con estadio 2B, y comparar segin supervivencia.

Comparacion segun afectacion del margen retroperitoneal con la

supervivencia.

Seleccion de las 10 muestras de los pacientes con mas supervivencia y las 10
con menos supervivencia e identificacion de los genes que se relacionen con

esta situacion.

Previo al andlisis los datos se pre-procesaron, lo cual supone el ajuste del ruido de

fondo y la normalizacién de los chips. Este pre-procesamiento supone un analisis de la

calidad de los chips y permite decidir si es necesario eliminar alguno de ellos del

estudio. Se ajusto el ruido de fondo y se normalizaron los datos para permitir la

comparacion de los resultados entre los distintos microchips.

Por Gltimo, se realizaron los estudios estadisticos especificos mediante el

programa Limma, para la determinacion de perfiles de expresion y estudio de los genes

Ccuya expresion se encuentre alterada, correlacion entre el perfil de expresion y periodo
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libre de enfermedad y supervivencia e identificacion de los genes o sistemas funcionales

que puedan tener una mayor relevancia.

Para las 4 comparaciones se aplicd un filtro no especifico, ya que lo normal es que
la mayoria de los genes del array no se expresen. Por ello aplicamos un filtro en el cual
elimindbamos sondas con baja variabilidad entre las muestras y que tenian més de un
valor determinado de fluorescencia (es decir, que se expresaran). Lo que hicimos fue
seleccionar las sondas que tuviesen mas de 100 unidades de fluorescencia en al menos

el 25% de las muestras.
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VI. Resultados







VI. RESULTADOS

1. Datos clinicos

Inicialmente se disponia de 76 pacientes diagnosticados y operados por ACDP en
el Hospital Clinico Universitario de Valencia entre 1998 y 2010 con seguimiento
completo. De ellos, 5 casos fueron excluidos por no tener acceso al material parafinado
0 estar este deteriorado. Otros 3 mostraban escasas células tumorales lo que hacia
imposible obtener cantidad suficiente de células mediante microdiseccion y otros 3
fueron descartados por tener un componente escamoso 0 neuroendocrino. Los 65 casos
restantes fueron finalmente analizados (Figura 33). En la Tabla 5 se resumen los datos
clinicos e histoldgicos.

76 pacientes

5 material
deteriorado

3 tejido tumoral
insuficiente

3 otro
componente

65 pacientes

Figura 33: Diagrama del nimero de casos utilizados.

Dependiendo de las diferentes estrategias sobre las que se ha basado el analisis
génico, se han utilizado un namero diferente de muestras: segun las caracteristicas de

cada tumor, el rendimiento de la extraccion de ARN sobre las muestras parafinadas ha
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sido diferente, de manera que aquellos tumores que sélo presentaban glandulas muy
aisladas o escasas células tumorales, la microdiseccion no consiguio extraer células

suficientes.

En la primera estrategia de analisis, supervivencia mayor o menor de 24 meses, se
obtuvieron 36 muestras validas para su analisis. Para la segunda estrategia (pacientes
con estadio 1lb) se obtuvieron 16 muestras validas. Para la tercera comparacion segun la
afectacion del margen retroperitoneal, se obtuvieron 37 muestras validas. Finalmente
para la Gltima estrategia, comparacion de muestras de los 10 pacientes con mayor
supervivencia frente a los 10 pacientes con menor supervivencia, se utilizaron 20

muestras validas.

Media SD
Edad (afios) 64,5 7,68
Sexo (H/M) 41/24
Seguimiento (meses) 24,7(18%) 25,56
Tamafo (cm) 3,03 1,4
LNR 0,16 0,24
Adenopatias positivas 1,85 2,97

Si No
Invasion linfovascular 41 24
Invasion perineural 45 20
Margen retroperitoneal R1:28 RO: 37

SD: Desviacion estandar

LNR: Lymph Node Ratio

R1: reseccion incompleta (margen afecto)
RO: reseccion completa (margen libre)

* mediana
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2. Normalizacion de los resultados

Los datos no normalizados (Figura 34A) muestran que la intensidad y su variacion
en los chips considerados como correctos son adecuadas. Estos valores han sido

normalizados para un correcto andlisis de los datos (Figura 34B).
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Figura 34: Intensidades de sefial y desviacion obtenidas en varios de los chips analizados. A:
Datos no normalizados; B: Datos normalizados.
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3. Clustering

Se han obtenido los niveles de expresion de todos los genes en las diferentes
muestras. Pese a ser muestras microdiseccionadas, se han obtenidos resultados validos

en la mayoria de las muestras analizadas (Figura 35).

Tlumina iScan Control Software

I
-
=

201 12 selected sections have
been scanned.

(o) CP Scanning 7196780085 : B", Swath 3 - X = 70.52914 Y = 38.65411, Channels G, Scanning
Scan Settings:

Ums:

Input Path:
Intensity Output Path:
Image Output Path

Elapsed: Oh 18m 225

Figura 35: Resultados obtenidos del analisis de microarrays.

Con estos datos hemos estudiado la posible agrupacion de las muestras formando
“clustering” en base a los resultados obtenidos para ver homologias y diferencias entre

ellas. Para esto hemos utilizado las 4 estrategias mencionadas anteriormente, siendo

estos los resultados (Figura 36-39).
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Los resultados muestran que hemos encontrado que los niveles de ARNm de
NUMErosos genes presentan una asociacion con los niveles de supervivencia con valores
de p del orden de 10* (Tabla 6-9). Sin embargo, estos valores de p se obtienen de
comparar cada gen de manera independiente. Es por ello que al ajustar el valor de p para

comparaciones multiples, este valor no resulta ser significativo.

1D logFC p ajusﬁado Gen ID logFC p ajusliado Gen

610129 | 0,9456 |8,87E-05 0,7445 ZSCAN29 270538 | 2,7703 | 5,343E-07 0,0092 PMP22
380671 | 1,2378 1,46E-04 0,7445 = NCRNAO00093 4290360 | -2,4736 | 4,602E-05 = 0,3876 | CLECA4F
780356 | 1,6249 |1,62E-04 0,7445 | CCL24 1090561 | -2,1393 | 6,788E-05 | 0,3876 | GSTAL
20152 1,3925 1,89E-04 0,7445 GABRA2 3370482 @ -2,2107 | 9,687E-05 0,4066 CYP2B7P1
6270706 | 1,0232 |2,14E-04  0,7445 SMG7 1690008 | -2,0740 | 1,187E-04 0,4066 KPRP
4210300 & 1,3655 3,53E-04/ 0,7638 JMJD4 4050040 | 3,1367 @ 1,564E-04 0,4466 TUuBB3
4200438 | 1,3621 3,86E-04| 0,7638 VWA?2 1110300 | 2,1840 | 2,367E-04 0,5240 TMEM154
270114 | 1,6743 4,38E-04 0,7638 = FAM134B 2810687 = 2,9706 | 2,447E-04 = 055240 | LRRC14
780035 | 1,7025 |4,61E-04| 10,7638 SYTL2 5560288 | -2,3243 | 2,892E-04 0,5505 ZNF599
5870301 | 1,4540 4,62E-04) 0,7638 KIAA0513 50497 1,8880 @ 3,782E-04 0,5792 MFI2
1470669 | -1,3863 4,83E-04 0,7638 TNC 2570551 | 19614 | 3,893E-04 0,5792 JUP
5670398 | 1,0184 581E-04 0,7958 | EDEMS3 4290209 | 1,9781 | 4,601E-04 05792 | TMC6
7550324 | 1,3652 |6,44E-04| 0,7958 | SHROOM2 7100181 | -2,0633 | 4,792E-04 = 05792 | GUCA2A
1440575 | 1,1639 7,55E-04  0,7958 OSBPL7 5080551 & -1,6581 | 5,017E-04 0,5792 SCN5A
10392 1,0257 | 7,67E-04| 10,7958 LRRC23 2570747 | -1,4801 | 5,370E-04 0,5792 LOC650293
1300706 | -1,4171 |7,73E-04) 0,7958 | MTHFD2 4590577 | -1,7760 @ 5409E-04 = 05792 | ATP8A2
3940152 | 1,0650 |7,78E-04| 0,7958 | C220RF40 4120673 | -1,5714 | 6,410E-04 = 05816 | TRIM14
290377 | 1,3175 8,88E-04 0,8141 | FOXD4 4150014 | 1,4671 | 6,665E-04 | 05816 | CEACAM1
10324 0,9035 9,71E-04 0,8141 PRR16 4050427 | -1,3102 @ 6,983E-04 0,5816 IHPK3
4120154 | 0,9948 9,72E-04/ 10,8141 EIF2AK1 290377 | -2,1838 | 7,361E-04 0,5816 FOXD4
ID: cédigo de identificacion. ID: cddigo de identificacion.

logFC: logaritmo del Fold Change. logFC: logaritmo del Fold Change.
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1D
4850521
3290008
1300706
3800603
2630220
4040672
3710086
2850184
5290598
6060706
6940280
4850538
5910019
4920669
2760403
5670400
150176
2850392

2900053
6040626

ID: cédigo de identificacion.

logFC

1,2078
1,7490
1,5897
1,5245
1,1794
1,5671
-1,3024
0,7790
0,9515
1,1708
1,1326
1,7972
1,2849
1,0422
0,9252
1,1898
1,1637
-0,8316

-0,9113
1,4426

p
1,212E-05

2,997E-05
4,074E-05
1,601E-04
2,275E-04
3,642E-04
4,017E-04
4,125E-04
4,781E-04
5,948E-04
6,775E-04
6,856E-04
7,261E-04
7,503E-04
9,173E-04
9,677E-04
1,225E-03
1,288E-03

1,382E-03
1,439E-03

p ajustado
0,2108
0,2362
0,2362
0,6959
0,7915
0,8061
0,8061
0,8061
0,8061
0,8061
0,8061
0,8061
0,8061
0,8061
0,8061
0,8061
0,8061
0,8061

0,8061
0,8061

logFC: logaritmo del Fold Change.

Gen
NUP35
ERN1
MTHFD2
WWP2
SEPSECS
DDX47
DHRS12
CTBS
ABCB9
ATP11B
GPR177
PAOX
C10B
OXSR1
GABRE
PEPD
OSGEP
FLJ10996

CSF2RA
CA9

1D
780356
7560288
610358
4590025
4810114
4290626
5910392
150349
620577
1190470
6290707
5560398
4120240
7650343
3460086
6270082
1110382
7200041

1500056
1780132

ID: cédigo de identificacion.

logFC
-2,4764
-1,7528
1,4053
-2,7027
-1,6788
1,1557
1,4454
-1,6526
-2,2794
-2,5752
-1,7170
-1,1275
-2,0837
1,7115
-1,1664
-1,2572
-1,2445
1,0216

-1,4230
-1,1243

p
2,61E-05
1,06E-04
1,12E-04
1,27E-04
2,87E-04
3,66E-04
3,77E-04
4,30E-04
4,56E-04
4,83E-04
7,10E-04
7,20E-04
7,42E-04
7,55E-04
7,76E-04
9,42E-04
9,51E-04
1,04E-03

1,04E-03
1,05E-03

p ajustado
0,4489
0,5449
0,5449
0,5449
0,8115
0,8115
0,8115
0,8115
0,8115
0,8115
0,8115
0,8115
0,8115
0,8115
0,8115
0,8115
0,8115
0,8115

0,8115
0,8115

logFC: logaritmo del Fold Change.

Gen
CCL24
DCUN1D3
PGS1
TPSG1
MGC12982
MEST
RPRD1B
PHKB
ACSL5
PPFIA2
SERPINB5
DEGS1
C120RF36
UsP47
SSH1
MPZL3
ANKS4B

PPT1

DKFZP
686115217

TFAP2A

Estas graficas muestran una gran diversidad en los niveles de ARNm entre los

diferentes tumores. Por otro lado, hay que sefialar que los clusters son pequefios y que

no incluyen muestras de nivel similar de supervivencia.
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Figura 36: Dendograma realizado con 36 muestras en relacion a la supervivencia (mayor o
menor de 24 meses). A la derecha resumen de 10 de los genes obtenidos.
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Figura 37: Dendograma realizado con los casos en estadio 2B (16 muestras).
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RESULTADOS
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Figura 38: Dendograma realizado en relacion al status del margen retroperitoneal (37 muestras).
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Figura 39: Dendograma
muestras).

realizado en

funciéon de la maxima diferencia en supervivencia (20
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VII. DISCUSION

1. Aspectos clinicos

El cancer de pancreas supone uno de los mayores retos oncologicos de la
actualidad. La incidencia de estos tumores esta aumentando exponencialmente en los
ultimos afios y, aunque la cifra global de pacientes es mucho menor que la de otros
tumores como la mama, el pulmon o el colon, ya es la cuarta causa de muerte por cancer
con cifras de supervivencia a 5 afios menores del 5%, lo cual no es mas que el reflejo de

su gran letalidad®.

Para nuestro estudio incluimos 76 pacientes que habian sido diagnosticados y
operados en nuestro centro entre 1998 y 2010. De ellos, solo obtuvimos material de
suficiente calidad para su anélisis en 65 de ellos, bien porque el material estaba
degradado, era insuficiente 0 mostraba algln otro componente tumoral diferente del tipo

ductal.

La media de edad de nuestros pacientes fue de 64,5 afios, con un rango entre 42 y
81 afos. El 63% de los pacientes eran hombres. El seguimiento medio fue de 24,7
meses con una mediana de 18 meses. Los tumores resecados tenian un tamafio medio de
3,03 cm (con un rango entre 1 y 7 cm). El nimero medio de adenopatias aisladas en
cada pieza fue de 8,15 adenopatias, con una mediana de 10 ganglios por paciente y una
media de afectacion metastasica de 1,85 (con una variacion entre 0 y 17). ElI LNR

medio fue de 0,16. Se detecto invasion linfovascular en 41 casos (63%) y perineural en
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45 casos (69%). El margen retroperitoneal estaba afecto en 28 casos (43%). Todos estos
datos clinicos e histologicos de los 65 pacientes estan resumidos en la Tabla 5 mostrada

en el apartado de resultados.
2. Dificultades para la obtencion de ARN
2.1. Peculiaridades de las muestras de cancer de pancreas

El estudio de perfiles de expresion en muestras de tejido pancreatico plantea 2
problemas especificos y Unicos de este 6rgano: los altos niveles de ARNasas y otras
enzimas pancredticas asi como la baja celularidad neoplésica de la mayoria de estos

canceres.

El contenido de ARNasas del tejido pancreatico podria interferir en la
extraccion de ARNm para estudios de expresion. Sin embargo, las ARNasas son un
producto de secrecion mayoritario de las células acinares, las cuales suelen perderse

en las neoplasias, bien por atrofia, bien por destruccion.

Por otro lado y como ya hemos comentado con anterioridad, las piezas de
reseccion por ACDP estan compuestas de una minoria de células epiteliales
tumorales rodeadas de un estroma no neopléasico fibroso denso predominante, que
contiene fibroblastos activos, vasos pequefios, células inflamatorias y componentes
atroficos residuales atrapados de los oOrganos invadidos, una caracteristica casi
exclusiva del ACDP®"**® |a microdiseccion es un método que permite la

purificacion del componente epitelial para realizar estudios de perfiles de expresion.
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No obstante, esta caracteristica de los ACDP permite comparar perfiles de expresion
entre muestras completas y microdisecadas, de lo que se obtienen datos interesantes

sobre la interaccion tumor-estroma®®’ %,

2.2. Muestras de tejido en parafina

La extraccion de ARN en tejidos parafinados supone un reto importante, ya
que el ARN es muy sensible y se degrada facilmente. Es por ello que la mayoria de
estudios se realizan sobre tejido congelado. Sin embargo, el niUmero de piezas de
reseccion y la disponibilidad de tejido congelado pancreético a veces esta limitada y
requiere mucho tiempo para conseguir un tamafio muestral amplio. Por el contrario,
las muestras en parafina son la herramienta comin de uso en todos los laboratorios
de anatomia patolégica, por lo que la disponibilidad de éstas es mucho mas amplia.
Actualmente se disponen de kits comerciales que permiten la extraccion de ARN de

muestras parafinadas.

Otro problema afiadido es la escasa cantidad de ARN obtenido mediante
microdiseccion. Esto puede ser solventado con métodos de amplificacion, los cuales

no introducen errores significativos, ya que mantienen las proporciones obtenidas®’.
3. Revision de los perfiles de expresion genica en el ACDP

El nimero de estudios publicados en la literatura internacional sobre perfiles de

expresion del ACDP ha crecido de forma exponencial en los ultimos afios. Prueba de

2
d38

ello es el resultado obtenido al realizar una busqueda en Pubme tras introducir los
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siguientes términos: “gene”, “expression”, “profiling”, “pancreatic”’ y “cancer” 'y

analizarlo por afios tal y como se muestra en la Tabla 10.
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Tabla 10: Articulos publicados en Pubmed®®. Resultados obtenidos desde 1996 hasta 2013
introduciendo las palabras “gene”, “expression”, “profiling”, “pancreatic”y “cancer”.

Estas publicaciones han generado un numero considerable de genes
diferencialmente expresados en el ACDP. Estos estudios han utilizado tejidos tumorales
y sanos al completo, células ductales microdisecadas, lineas celulares y
xenotransplantes. Ademas, no s6lo se han estudiado las diferencias entre el tejido sano y
tumoral si no que también se han estudiado las diferencias de expresion con el estroma
y con otras entidades no neoplasicas como la pancreatitis cronica, la cual supone uno de
los diagndsticos diferenciales mas dificiles e importantes del ACDP. En la Tabla 11 se
resumen todos los estudios publicados en la literatura internacional y analizados en este
estudio (Tabla 11).
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Autor

Zhang et al.**

Zhou et al.*’
Argani et al.**®
Argani et al.'*
Crnogorac-Jurcevic
etal.**®

Friess et al.**

Ryu et al.**’
Crnogorac-Jurcevic
et al.”*®

Han et al.**
lacobuzio-Donahue
etal. *°
Ryu et a
Crnogorac-Jurcevic
et al.”*?
Friess et a

|-142

1. 243

Griitzmann et al.

Griitzmann et al. %

lacobuzio-Donahue
et al. 26
lacobuzio-Donahue
etal.

Logsdon et al. %

Tan et al. 8

Yoshida et al. 2°

Cao et al. ®°

Binkley et al.

Brandt et al. %2

Griitzmann et al. 3

Griitzmann et al. ®*

Hustinx et al. 14

Luetal. ®

Missiaglia et al. »*°

Nakamura et al. 2’

Buchholz et al. 2%

Ao
1997
1998

2001
2001

2001

2001
2001

2002
2002
2002
2002
2003
2003
2003

2003

2003

2003

2003

2003
2003
2004

2004

2004

2004
2004
2004

2004
2004

2004

2005

Meétodo

SAGE
SAGE
SAGE
SAGE database

Microarray de ADN

Array de ADN
SAGE

Microarray de ADN
Microarray de ADN
Oligonucle6tidos
SAGE

DNA array
Microarray
Oligonucle6tidos

Librerias publicas y
propias

Oligonucleotidos
Microarray de ADN

Oligonucleotidos
Microarray de ADN
Microarray de ADN
Oligonucledtidos

Oligonucleotidos
Meta-analisis

Oligonucle6tidos
Meta-analisis
SAGE

Protedémica
Microarray de ADN

Microarray de ADN

Oligonucleotidos
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Genes

500
183

187

152
74

15
58
97
86
75
808
81

222

217

149

158

301
27
43

107

978

616

395

111
337

606

1251

Tipos de muestras y
caracteristicas
2PT, 2LPT, 2LTT, 2TT, 2TN
10PT
4PT, 20LPT, 6PT
4LPT

6PT.

PAAF

8PT, 8PC, 8PN

2PT, 2LPT, 2LTT, 2TT, 2TN
3PT

Microdiseccion laser

9LPT

8LPT, 14PT, 11PN, 22TN
6LPT, 2LPN, 2PT
9PT, 3LPT, 3PN

PT, PC, PN
7PT, 3PN, 1LPN, 5LPT
Microdiseccién laser

4 millones tags

39PT y LPT, 7PC, 25PN,
25TN

14LPT, 17PT, 5PN

10PT, 5PC, 5PN, 7LPT
Microdiseccion
6PT, 6PN

6JPPT, 3JPPN

50PT, 14LPT, 20PN, 40TN
10PT,5PC,5PN,7LPT
Microdiseccion

11 estudios de microarrays
de ADN

11PN, 14PT, 4 LPT
Microdiseccion manual

2PT, 4LPT, 11N (2LPN,
otras L y otros TN)
12PT, 12PN

19LPT, 1LPN

18PT, 7PN
Microdiseccion laser

39PT, 14PN



Crnogorac-Jurcevic
etal.

Fukushima et al. 2

Griitzmann et al. %!
Ishikawa et al. %
Jinet al.?®®

Prasad et al. 2%

Segara et al. %
Johnson et al. 2%
Laurrel et al. *®
Rogers et al. *®®

Nakamura et al. 2*°

Nakamura et al. >

Niedergethmann
etal. 2"

Kimeta
Lowe et al.?"

l. 272

Badea et al. 2™

Balagurunathan et
al ) 275

Karanjawala
etal. ?’®

Pilarsky et al. 2"

Hirono et al. 2™®

Stratford et al. 2"®
I 280

Collisson et a

Bournet et al. 2%

2005

2005

2005
2005
2005

2005

2005
2006
2006
2006

2007

2007

2007

2007
2007

2008

2008

2008

2008

2009

2010

2011

2012

Proteémica 132
Oligonucle6tidos 20
Meta-analisis 568
Microarray de ADN 20

Microarray de ADN 184
Microarray de ADN 49

Oligonucled6tidos 37
Oligonucleétidos 150
ADNCc macroarrays 29
Oligonucle6tidos 37y 133
. - 346/1222
Oligonucle6tidos /324/993
Oligonucle6tidos 1222
Oligonucledtidos 1066
Oligo chip 194
Microarray de ADN 293
Oligonucleotidos 239
Microarray de ADN 2177
Oligonucleotidos 4
Oligonucledtidos 316
Microarray 46
Oligonucledtidos 6
Oligonucle6tidos 62
Low density arrays 8

SPT, 5PC, 5PN

3PT, 3PC, 3PN
Microdiseccion laser
4 estudios

24JPPT, 25JPPN
9PT

6PT, 6PN
Microdiseccion laser
12PT, 6PN

11PT, 14PN

6PT, 6LTT*, 3PN
6JPPT, 5JPPC, 5JPPN

3LPT

1LPT
Microdiseccién laser

1LPT

10PT

80 PT, PN, PC

36 PT +[17 ePN, 20 ePT, 9
sPC, 11 sPT] (casos
Griitzmann et al.”** y
Pilarsky et al.””")

28PT, 103TN

24PT, 4PC, 14TN

11EPT, 9EPC
Microdiseccion

20PT

Microdiseccion laser
30PT

Macrodiseccion

27 PT + 36 PT (casos Badea
etal.*™)
Microdiseccion

44PTy 17 PC

Material de ECO-PAAF

LPT: linea celular de ACDP; LPN: linea celular de pancreas no tumoral; LTT: linea
celular de otro tumor; PT: pancreas tumoral (pieza quirdrgica); PN: pancreas normal
(pieza quirargica); PC: pancreatitis cronica; EPT: estroma de pancreas tumoral (pieza
quirurgica); EPN: estroma de pancreas normal (pieza quirargica); TN: tejido no tumoral;
TT: tejido tumoral; JPPT: jugo pancreético de sujeto con ACDP; JPPN: jugo pancreatico

de sujeto sano.
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3.1. Historia de los perfiles de expresion

Los primeros estudios publicados en 1997 y 1998 por el grupo de trabajo de
Zhang y Zhou de la “Johns Hopkins University School of Medicine” de

Baltimore*414

utilizaron la tecnologia SAGE, con la que obtuvieron una lista de 500
y 183 genes respectivamente, tras estudiar tejido tumoral, tejido sano y lineas
celulares. Algunos afios después y con la misma técnica, el grupo de trabajo de Ryu

1.337142 de la misma institucién americana describi6 74 y 86 genes

et a
diferencialmente expresados utilizando tanto piezas quirdrgicas como lineas

celulares.

Posteriormente se desarrollaron otras técnicas basadas en microarrays de ADN.
Las primeras publicaciones fueron en el afio 2001. Unos de los primeros trabajos de
ese afio fue el trabajo de Friess et al.**® donde estudiaron mediante microarrays 8
casos de ACDP, PC y pancreas normal, identificando 152 genes sobreexpresados en

las piezas tumorales.

Otro estudio publicado en el mismo afio por el grupo britanico liderado por
Tatjana Crnogorac-Jurcevic'*® describi6 187 genes diferencialmente expresados en el
ACDP estudiados en 6 piezas quirtrgicas. Numerosos genes que ya habian sido
descritos en pancreas hasta ese momento fueron identificados también en este estudio
(Caspase 8, TIMP1, CD9, IL13) ademas de otros tantos no asociados previamente al
ACDP como RAC1, GLG1, NEDDS5, RPL13A, RPS9 y miembros de la familia del

gen WNTS5A. Un afio mas tarde el mismo grupo®* estudié 3 tumores de péancreas y
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describi6 la expresion diferencial de 15 genes, 11 de ellos sobreexpresados y 4 cuya
expresion estaba disminuida. Estos genes intervienen en la regulacion del
crecimiento, invasion, sefializacion, desarrollo y ciclo celular. Algunos de ellos ya
habian sido descritos anteriormente, como GAPDH, TIMP1, MMP7, CD59, RHOC y
NDKA, pero otros no habian sido relacionados con el ACDP hasta el momento. Entre
estos se incluian ABL2, NOTCH4, Keratin 7, COL1A2 y SOD1, todos ellos
sobreexpresados, asi como Cyclin C, E2-CDC34, COL6A2 y XRCC1 cuyos

transcritos mostraban disminucion de su expresion.

En los siguientes afios se sucedieron numerosos estudios como el de Han et
al.** en el que obtuvieron tras estudiar 9 lineas celulares de ACDP una lista de 58
genes, 30 de los cuales se encontraban sobreexpresados (MYC, RAD51, UPAR,
STK15, TRXR1 y CKS2 entre otros). El estudio de lacobuzio-Donahue et al.™,
pertenecientes al grupo de trabajo del “Johns Hopkins University School of
Medicine”, describieron 97 genes tras estudiar piezas quirargicas y lineas celulares.
Estos genes estaban envueltos de una serie de procesos celulares como las uniones
intercelulares de membrana (Claudin 1, Connexin 26), sefiales de transduccion
(TACSTD2, RASA1), homeostasis del calcio (S100P), ensamblaje del citoesqueleto
(Fascin, Keratin 7, Rabkinesin 6 y Pleckstrin), adhesion a la superficie celular y
reconocimiento (ITGBL1), transcripcion de ADN (TOP2A, BMAL2 y AML1),

reparacion del ADN (ATDC) o remodelamiento y funcionamiento de la ECM

(COL1AL, COL1A2, COL11A1, SERPINH1, MMP14 y MMP?7).
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242 describio

Otro nuevo estudio del grupo inglés de Tatjana Crnogorac-Jurcevic
75 genes tras estudiar 9 piezas quirdrgicas y 3 lineas celulares de ACDP y 3 tejidos
pancredticos normales. Dos genes de interés, miembros de la familia S100, fueron

descritos y estudiados con mayor profundidad: S100P y S100A6.

También se han realizado estudios de proteémica para la expresion diferencial
de proteinas. El primero de ellos, del grupo de Lu et al. %, describié 111 proteinas
de las cuales 70 se encontraban sobreexpresadas en las muestras tumorales,

destacando proteinas de la familia S100 y la fascina, ya descritas con anterioridad.

Muchos otros estudios basados en distintas técnicas han sido publicados en

estos Ultimos afios y sus datos estan resumidos en la Tabla 11.
3.2. Microdiseccion y otros métodos de enriquecimiento celular tumoral

La escasa celularidad de los ACDP ha sido uno de los principales problemas en
los estudios de expresion. Una de las alternativas ha sido la utilizacion de lineas
celulares, pero el mayor problema que presentan es la ausencia de interaccién con la
ECM cuya funcion es de gran importancia en el mantenimiento y progresion del

tumor.

Otra de las medidas para intentar solventar este problema ha sido la realizacion
de PAAF de las piezas para purificar la celularidad tumoral. En el estudio de
Crnogorac-Jurcevic et al.™*®, como ya se ha sefialado previamente, se utilizaron 6

piezas quirdrgicas, de las cuales realizaron PAAF en 3 de ellas para enriquecer en un
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95% la celularidad tumoral. De esta forma compararon tanto las piezas directamente
con el tejido sano como con las muestras de PAAF, obteniendo 149 genes que se

sobreexpresaban en ambos casos (en comparacion con el tejido sano).

El otro método mas utilizado ha sido la microdiseccion laser (LMD). Fue
utilizada por primera vez en pancreas por el grupo inglés de Crnogorac-Jurcevic et

al.®® en 2002.

Otro de los grupos que utilizaron la LMD fue el grupo aleméan de Griitzmann et
al.*** en 7 tumores (1 de ellos afectando a la ampolla) que compararon con 3
muestras de tejido sano y 6 lineas celulares (5 tumorales y 1 sana). En total
describieron 81 genes expresados diferencialmente, 15 de los cuales habian sido
descritos anteriormente en relacion con la tumorogeénesis del pancreas, como IFI27,
MUCS5B, Tapasin, PAP, SDF1 y POV1. Adicionalmente, otros genes como la
Annexin Al, STK15, PTGES y HMGI-C habian sido descritos previamente en otras

neoplasias.

Numerosos estudios han utilizado también esta técnica de microdiseccién laser

y otras variantes como la microdiseccién manual o macrodiseccign?*’:%+2°32>7.

264,270,277,279,280
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3.3. Meta-analisis

En el afio 2004 y 2005 surgieron varios meta-analisis que intentaban analizar la
disparidad que existia en los resultados obtenidos por los diferentes grupos de

investigacion tras el amplio uso de las nuevas tecnologias de arrays.

Uno de ellos, publicado por el grupo alemén de Brandt el al. *2, encontré un
total de 978 genes descritos tras analizar 11 estudios de microarrays de ADN
publicados hasta ese momento. Sin embargo, s6lo 148 de estos genes aparecian
descritos en al menos 2 de los estudios. Segun estos autores, existen diversas razones

para esta gran variabilidad.

La primera de ellas es el tipo de muestras utilizadas (lineas celulares o tejido
parafinado) e incluso la histologia de éstas, ya que algunos estudios incluyen tumores
neuroendocrinos o de ampolla de Vater. La misma variabilidad existe también en las
muestras de tejido normal (ARN comercial, tejido de piezas de reseccion de ACDP o

de donantes sanos).

En segundo lugar, la microdiseccion sélo se habia aplicado a algunos de los
estudios incluidos en el meta-anélisis®* mientras que en el resto se habian utilizado
tejidos completos o lineas celulares. El principal problema que presentan la lineas
celulares es que las condiciones in vitro pueden inducir cambios en la expresion
génica que no estarian presentes en muestras in vivo. Ademas estas piezas de ACDP
contienen distintos tipos celulares que incluyen desde las células ductales, acinares y
de los islotes de Langerhans asi como células inflamatorias, neurales y otros
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elementos de la ECM. Cuando se utilizan estas muestras, los perfiles representan

tanto al tumor como al tejido adyacente.

En tercer lugar, los diferentes arrays y tecnologias pueden dar resultados

diferentes. Como demostré el estudio de Kuo et al.??

existe poca correlacion cuando
las mismas muestras se analizan con 2 tecnologias diferentes (microarrays de ADNc

vs microarrays de oligonucle6tidos).

En cuarto lugar el analisis estadistico y los procedimientos de busqueda y

procesamiento de datos difieren entre los estudios.

Por altimo, pequefias variaciones en los perfiles podrian ser debidas a la
reaccion individual del paciente a la enfermedad mé&s que estar relacionadas

directamente con el tumor.

Otros dos trabajos fueron publicados por el grupo aleman de Robert
Griitzmann en 2004%* y 2005%%*. En este Gltimo de 2005 utilizaron los datos de 4
estudios diferentes y tras seleccionar un total de 2984 genes, aplicaron un meta-
analisis para evaluar los datos combinados. Demostraron que existian numerosos
genes alterados, independientemente de la tecnologia utilizada. Esta valoracion
cruzada inter-estudio gener6 un total de 568 genes consistentemente y
significativamente alterados, 364 de los cuales estaban sobreexpresados y 204

mostraban una disminucion de su expresion.
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3.4. Perfiles de expresion de la pancreatitis cronica

Varios son los estudios que han comparado también los perfiles de expresion

de la PC y el ACDP.

Dos estudios del grupo de Friess**®*** describieron estas diferencias. En 2001
Friess et al. %*° estudiaron, como ya comentamos en el apartado 3.1., piezas de
ACDP, PC y tejido sano. Identificaron 152 genes que estaban sobreexpresados tanto
en el ACD como en la PC, comparado con el tejido no tumoral, y 34 genes que
tenian disminuida su expresion en las piezas tumorales. Dos afios mas tarde

ampliaron el estudio®*®

e identificaron 808 genes, 467 genes que se encontraban
sobreexpresados en el ACD frente al tejido sano (120 de ellos sélo en el ACD y no

en la PC) y otros 341 con expresion disminuida.

Logsdon et al.?*’ también estudiaron la expresién diferencial de ambas
entidades utilizando la microdiseccion para evitar los enmascaramientos del estroma
en ambas entidades. De esta manera identificO 158 genes diferencialmente

expresados.

Mediante el mismo sistema de microdiseccién, Binkley et al. % describieron
numerosos genes, entre ellos 107 que se expresaban tanto en el estroma del ACD

como de la PC.
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I. ° estudiaron también las diferencias

El grupo de Crnogorac-Jurcevic et a
entre PC y ACD mediante protedmica y describieron 132 genes diferenciales, 30 en

laPCy 102 en el ACD frente al tejido sano.
3.5. Perfiles de expresion en el tejido adyacente
Pero no sélo el tejido tumoral ha sido el objetivo de los estudios de expresion.

El grupo americano de Fukushima et al.”® describieron la expresién diferencial
de los acinos peritumorales comparados con aquellos de PC o tejido sano obtenidos

mediante microdiseccion.

El estudio de Pilarsky et al. ?”’

también se sirvié de la microdiseccién para
estudiar esta vez la diferencia de expresion entre el estroma del tumor y de la PC:
316 genes se encontraban alterados, 255 de ellos sobreexpresados en el estroma

peritumoral y 61 con expresién disminuida.
3.6. Perfiles de expresion en el jugo pancreatico.

Debido a la dificil accesibilidad del pancreas se ha intentado el estudio de
perfiles de expresién en jugo pancreatico para intentar determinar a su vez posibles
dianas diagnosticas que permitan la identificacion de estas neoplasias en estadios

precoces.

El grupo de Yoshida** fue uno de los primeros en utilizar el jugo pancreético

para la obtencion de células tumorales, ya que con las técnicas de LCM es dificil
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obtener una cantidad de material génico suficiente para los estudios de array ya que
conllevan mucho tiempo para obtener un minimo de células y numerosas rondas de
amplificacion de ARN. Estas muestras de jugo pancreatico permiten obtener ARNm
de gran calidad. En este trabajo compararon las células ductales aisladas del jugo
pancredtico de 6 tumores y 3 pacientes sanos, obteniendo 27 genes diferencialmente

expresados.

Dos afios después el grupo de Ishikawa et al. %

estudiaron 49 pacientes, 24 de
ellos con ACDP y 25 sujetos sanos y tras comparar las muestras de jugo pancreético
de ambos grupos, identificaron 20 genes diferencialmente expresados. También

describieron la posibilidad de realizar un diagnostico precoz mediante la utilizacion

de s6lo 5 genes.

El estudio de Rogers et al. *®®

también comparo jugo pancreatico de ACD, PCy
pancreas no tumoral mediante 2 arrays diferentes, con los que identific6 37 y 133

genes respectivamente.
3.7. Perfiles de expresion en las lesiones precursoras

También se han estudiado los perfiles de expresion de las lesiones precursoras
mediante microdiseccién. Uno de estos estudios fue el de Prasad et al.®* en el que
compararon 6 casos de lesiones de bajo grado (PanIN1B/2) con tejido sano del

mismo sujeto, obteniendo 49 genes diferencialmente expresados.
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En otro estudio mas amplio realizado por Bucholz et al.”*®

investigaron 15
casos de PanIN1B, 6 de PanIN2, 8 de PanIN3 y 8 de ADC que compararon
individualmente con 14 muestras de tejido sano. De esta manera identificaron 16, 76,
418 y 303 genes sobreexpresados respectivamente y 31, 362, 160 y 307 cuya

expresion se encontraba disminuida.
3.8. Perfiles de expresion y heterogeneidad del tumor

En 2007 se publicaron 3 estudios que investigaban las diferencias dentro de un

mismo tumor segln el area estudiada.

El primero de ellos?”

comparaba la expresion génica del area central y
periférica de un tumor obtenido tras implantar 1 linea celular en un ratén nude,

encontrando 1222 genes diferencialmente expresados.

Del mismo grupo de trabajo®®® y publicado en el mismo afio, es otro estudio en
el que comparan tumores in vitro con xenotransplantes orto y heterotdpicos para
demostrar la importancia del entorno en la expresion genica. Para ello utilizan 3
variantes de lineas celulares de ACDP con diferente potencial metastasico que
implantaron en tejido celular subcutaneo y pancreas de ratones nude. Entre otros
resultados destaca la relacion de 324 genes diferencialmente expresados entre los
xenotransplantes orto y heterotopicos asi como 223 genes cuya expresion se

encontraba disminuida en el patron metastasico.
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El estudio del grupo aleman®™* demostré que también existian diferencias de
expresion entre el tumor, el frente tumoral y la metéastasis en un tumor implantado
ortotopicamente en un raton nude: 962 genes diferenciaban el tumor y el frente
tumoral y 206 la metéastasis y el tumor primario. De entre estos genes destacan

BNIP3L, RGS4, PAI-1, GADD45A, PTPN14, VEGF, NSE y HSP27.
3.9. Genes de expresion pronosticos y firmas pronosticas

El grupo de Golub y colaboradores® fue uno de los primeros que estudio las
diferencias de expresiébn que existian entre los tumores sélidos primarios
(adenocarcinomas fundamentalmente) y sus metastasis. Describieron una firma de 17
genes (SNRPF, EIF4EL3, HNRNPAB, DHPS, PTTG1, COL1A1, COL1A2, LMNB1,
ACTG2, MYLK, MYH11, CNN1, HLA-DPB1, RUNX1, MT3, NR4Al y RBMDb)
mediante la cual identificaban un subgrupo dentro de los tumores primarios, los
cuales mostraban ciertas similitudes con la firma génica de las metastasis. Estos

tumores desarrollaron metastasis antes y tuvieron peor prondstico.

Siguiendo esta idea el grupo de Kim et al.?”> compararon mediante microarrays
de ADN las diferencias de expresion entre aquellos ACDP con metastasis
ganglionares frente a aquellos que no presentaban metéstasis. Identificaron 194
genes, 66 de ellos estaban sobreexpresados y 128 tenian reducida su expresion en

aquellos tumores con metastasis ganglionares.

Otro estudio que también compard los tumores con metastasis ganglionares
frente a los que no las tenian fue el de Hirono et al.?’®. Estudiaron 20 piezas de
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reseccion (11 de ellas con metéstasis ganglionares) y describieron 46 genes
diferencialmente expresados, 17 de los cuales aparecian sobreexpresados en el grupo
con metéstasis. Entre los genes descritos destacaban como sobreexpresados LI-
cadherin, Granzyme A, MUC17, C4BPB, XK y LSD1, mientras que por el contrario

DOK7, AP2a, y FOXL1 mostraban disminucion de su expresion.

Un afio después el grupo de Badea et al. 2’ mediante la utilizacion de tejido
tumoral microdisecado y completo, describieron una lista de 239 genes que
compararon con otros 25 estudios de microarrays de ACDP previamente publicados:
135 de estos 239 genes habian sido mencionados en al menos otro de los estudios. La
correlacion de los perfiles de expresién de los genes individualmente con la
supervivencia generd una serie de ellos cuya sobreexpresion estaba inversamente
correlacionada con la supervivencia: ANXA2, ANXA2P2, KRT7, MAP4K4, LAMC2,

OACT2, SLC16A3, TM4SF1 y KYNU.

Posteriormente se publicaron 2 “gene signatures” pero ninguna de ellas ha

sido reproducida hasta el momento.

En el trabajo del grupo de Stratford et al.?”® compararon 15 muestras de ACDP
resecados sin metéastasis frente a otros 15 ACDP de pacientes con metastasis cuyas
muestran fueron tomadas post-mortem. Al compararlo mediante microarrays de
ADN, identificaron 6 genes que estaban diferencialmente sobreexpresados. Estos 6

genes eran FOS B, KLF6, NFKBIZ, ATP4A, GSG1 y SIGLEC11. Tres de estos genes
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estaban sobreexpresados en los grupos de mal pronostico (SIGLEC11, KLF®6,

NFKBIZ).

KLF6 es un factor de transcripcion considerado un gen supresor tumoral que
interviene en la carcinogénesis del cancer de préstata, pulmén y ovario®*. En su
estudio demostraron que existia una mayor sobreexpresion en los ACDP comparados
con el tejido normal ademas de estar relacionado con una menor supervivencia. Esta
firma fue aplicada prospectivamente a una cohorte de pacientes para estratificar los
pacientes segun el riesgo de progresion. Con este estudio demostraron ademas que
existia un cambio de expresion génica en los diferentes estadios evolutivos del
ACDP, hecho que también habia sido estudiado en otros trabajos sobre cancer de
mama en los que se demostraba que estos cambios de expresién pueden ser

pronésticos y predictivos del desarrollo de metastasis?®> 2%’

1281 también estudié en muestras obtenidas

El grupo francés de Bournet et a
mediante EUS- PAAF la expresion génica del cancer de pancreas avanzado mediante
arrays de baja densidad. Ellos obtuvieron una firma de 8 genes (S100P, PLAT,
PLAU, MSLN, MMP11, MMP7, KRT7, KRT17) que se encontraban sobreexpresados
significativamente en las muestras tumorales frente a las pancreatitis cronicas
pseudotumorales. Ademas proponian la determinacion combinada de S100P y KRT7

como herramienta diagnostica precoz, con una sensibilidad del 81% y especificidad

del 77% en pacientes con masas sdlidas pancreaticas.
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3.10. Prediccidn de respuesta a la quimioterapia

El término factor predictivo define cualquier medida asociada con una
respuesta o falta de ésta a una terapia en particular. Los perfiles de expresion y la
informacion derivada de estos pueden proporcionar importante informacion
pronostica y, de alguna manera, ser empleados como marcadores predictivos en la

respuesta a quimioterapia multifarmacoldgica.

Calcular el riesgo de recaida o metéstasis de un paciente para determinar el
régimen de tratamiento mas efectivo para éste es de importancia primordial para

evitar efectos secundarios innecesarios'®2%.

La identificacién de patrones de
expresion génica que podrian correlacionarse con la respuesta a terapias diana y

quimioterapia permitirian el desarrollo de predictores clinicamente utiles'®.

En el trabajo de Collisson et al?®® utilizaron 63 casos de ACDP
microdisecados en los que identificaron una firma de 62 genes con la que podian
subclasificar al ACD en 3 tipos diferentes denominados clésico, cuasi-mesenquimal
(QM-PDA) y exocrine-like, los cuales presentan ademas de diferencias prondsticas,
diferencia en la respuesta a la quimioterapia. El tipo cléasico tenia una alta expresion
de genes epiteliales y asociados con la adhesion celular mientras que el subtipo QM-
PDA mostraba una alta expresion de genes asociados al mesénquima. El subtipo
exocrine-like mostraba niveles altos relativos de genes de enzimas digestivas. Este
ultimo subtipo no pudo ser identificado en las lineas celulares de las que disponian el

grupo investigador por lo que podia suponer un artefacto de contaminacion del tejido
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normal adyacente, a pesar de que las muestras originalmente utilizadas fueron

microdisecadas.

Describieron 2 genes que se encontraban asociados a los suptipos, GATA6G y
KRAS, ambos implicados en aspectos del desarrollo normal y la fisiopatologia
tumoral. La familia GATA son unos factores de transcripcion asociados a la
diferenciacion especifica de un tejido y han sido descritos como marcador especifico
en otros canceres. Por ejemplo, GATAS es requerido para la diferenciacién luminal
de la mama®®® y su expresién aumentada caracteriza subtipos de cancer de mama.
Del mismo modo, GATA6 es esencial para el desarrollo pancreético’® y se ha
descrito su implicacion en la carcinogénesis del ACDP? %2, GATA6 se sobreexpresa
en la mayoria de los tumores del subtipo clésico y lineas celulares y su expresion es

comparativamente baja en los tumores y lineas de tipo QM-PDA.
4. ldentificacion de genes

Si bien no hemos conseguido identificar patrones de expresion que se relacionen

de forma estadisticamente significativa con la supervivencia, hemos identificado una

serie de genes que pudieran estar relacionados con una mayor 0 menor supervivencia.

Estos genes se muestran en el apartado de resultados en las Tablas 6-9. Entre ellos, nos

parecen especialmente relevantes los siguientes: Tenascin C, TFAP2A, Maspin,

MTHFD2, OSBPL7, SYTL2, CCL24, CA 9, SHROOMZ2, KIAA0513, FAM134B, OPAS,

PMP22, TUBB3, FOXD4, CEACAM1, GPR177, OSR1, USP47, ANKS4B, DCUN1D3 y

PPFIA2.
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4.1. Tenascin C

La Tenascina C (TNC) es una glicoproteina de la ECM compuesta de seis
monomeros unidos por su extremo N-terminal con puentes disulfuro para formar un
hexamero de 1080-1500 kDa**. La TNC interact(ia con otras proteinas de la ECM
como la fibronectina, anexina Il, integrinas y receptores de superficie celular que

afectan a la adhesion, la angiogénesis, la proliferacion celular y la migracion?**2%’,

Se expresa fundamentalmente durante el desarrollo fetal y sélo en
determinadas localizaciones de tejidos adultos normales (membrana basal de la piel,
en los ductos de las glandulas salivares, en la mucosa colonica y en las paredes
vasculares de diferentes 6rganos) aunque los niveles de esta proteina pueden
aumentar drésticamente en procesos fisiologicos y patolégicos como la

remodelacién, neovascularizacion e inflamacion?%2%,

También se ha visto una alta expresion en tumores solidos ya que afecta a la

adhesion y motilidad promoviendo la invasion y las metastasis®®**®.

La sobreexpresion de TNC se ha demostrado en diferentes tumores sélidos y

también se ha correlacionado con mal prondstico en cancer de mama, colorrectal,
pulmén y cerebro®*3%.

En el pancreas normal, la TNC se expresa en la pared muscular de los vasos y

en el tejido estromal de alrededor de los ductos interlobulares?®®. Se sobreexpresa en

307

pancreatitis cronica y aguda™" y aumenta paralelamente a la progresion de lesiones
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precursoras de bajo grado (PanIN) hasta el ADC, exclusivamente en el estroma
adyacente a las glandulas tumorales®®. La PSC parecen ser la principal fuente de
expresion de TNC in vivo, mientras que las células tumorales no muestran expresion
de TNC ni por inmunohistoquimica (IHQ) ni por inmunoblot. Sin embargo, se han
encontrado niveles bajos de TNC en lineas celulares de cancer de pancreas mediante

RT-PCR cuantitativa®®.

El estudio de Linder et al.*® fue uno de los primeros que estudi6 la
sobreexpresion de TNC en céncer de péancreas. El grupo de Juuti et al. *’ demostré 3
afios después que la TNC estaba sobreexpresada en el cancer de péancreas,
fundamentalmente en el estroma que rodea las células ductales malignas, y aunque
no demostraron relacién con la supervivencia (excepto en el subgrupo de varones en
los que la sobreexpresion se asociaba con una mayor supervivencia) si la
correlacionaron con la diferenciacion histolégica (aquellos tumores pobremente
diferenciados tenfan mayor sobreexpresion)®”. El estudio de Gong y
colaboradores®® demostré que la TNC puede inducir resistencia a gemcitabina
mediante un splicing alternativo (TNfnA-D) que actla a través de la via de
sefializacion de tipo canonical de PI3K/AKT/NF-kB. Paron y colaboradores®®® han
estudiado los mecanismos de actuacion de la TNC mediante la activacion de la via de
las integrinas. La TNC mantiene y promueve el crecimiento y migracion de las lineas
celulares de ACDP pobremente diferenciadas. Sin embargo, los datos muestran que
el efecto sobre la motilidad, adhesién y crecimiento pueden ser divergentes

dependiendo de la diferenciacion celular y de la composicién de la ECM*:.

161



En nuestro estudio, el gen de la TNC es uno de los genes que hemos
identificado en los estudios de perfiles de expresion y que parece estar relacionado
con la supervivencia. Al igual que lo publicado en la literatura, su expresion esta

disminuida en las células ductales tumorales.
4.2. TFAP2A

TFAP2A codifica una proteina activadora del factor de transcripcion 2o
denominada AP2a. Esta pertenece a la familia de factores de transcripcién AP2,
constituida por 5 isoformas, todas ellas de 52kDa (AP2a, AP2p, AP2y, AP25 y
AP2¢) y codificadas por genes diferentes (TFAP2a, b, g, d, e)***. Todos los factores
de transcripcion AP2 comparten el dominio de unidn que les permite unirse al ADN,

pero lo que varia es el dominio de transactivacion®2.

Durante la embriogénesis murina, la familia AP2 manifiesta distintos patrones
de expresion: AP2a, AP2pB, AP2y se expresan esencialmente en células de la cresta
neural, sistema nervioso periférico, facial y el mesénquima de las extremidades,
AP25 en el corazon, sistema nervioso central y retina, y AP2¢ en el bulbo olfatorio.
A pesar de su homologia estructural y superposicion en los patrones de expresion,

estos factores tienen funciones diferentes®33%,

Existe un gran ndmero de genes dianas que son regulados por AP2a,
generalmente en colaboracion con otros factores de transcripcion. Algunos de estos
genes claves actuan en la proliferacion celular (HER2 y MYC), la regulacion del ciclo
celular (P16) o la adhesién e invasion celular (MMP2, MMP9, PAR-1 y MUC18)*!®,
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Datos in vitro muestran que AP2a podria activar directamente la transcripcion de
VEGF, paso critico en la angiogénesis®*’, por lo que AP20 perece que esta implicado

en multiples pasos de la progresion tumoral.

AP2a actiia como gen supresor tumoral en ciertos tumores mientras que en otros
parece actuar como oncogén Yy su relacién con el cancer parece depender del sistema

y el contexto®" 3%,

En las neoplasias de mama, AP2 induce la expresion del protooncogén HER2 y
ERBB3 aumentando el potencial maligno de la célula tumoral y por tanto la

318,322,325,330.331 ' Ademas, la disminucion de

capacidad de progresion y de metastasis
expresion IHQ nuclear de AP2 es un factor predictivo independiente de
recurrencia®?. Sin embargo, datos recientes muestran que AP2a parece que inhibe el

crecimiento tumoral in vitro e in vivo®*®.

AP20, se encuentra sobreexpresado en células de céncer ovarico y parece

correlacionarse con la supervivencia®*®*%,

En el caso del melanoma, la pérdida de expresion de AP2 provoca un cambio

hacia un fenotipo metastasico®**.

La disminucion de expresion de AP2a tiene un poder predictivo negativo para la

supervivencia de pacientes con adenocarcinoma gastrico®”.

En el epitelio normal prostatico AP2a se asocia con la diferenciacion luminal y su

pérdida es temprana en el desarrollo del adenocarcinoma de préstata®®.
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Existen pocos datos del papel de AP2a en el ACDP. AP2a se expresa durante el
desarrollo pancreético. Fauquette et al.*** demostraron que la expresion IHQ de
AP2a en el pancreas humano se produce fundamentalmente en las células ductales
no tumorales y las células endocrinas, mientras que s6lo en un 5.5% de los ACDP la
expresaba. También se ha demostrado su expresion en lineas celulares de cancer de
pancreas e incluso la especificidad de una nueva isoforma recientemente descrita por
el grupo de Carriére et al.**®, AP2q variante 6, la cual muestra una falta de actividad

transcriptional.

AP20 actla como gen supresor en el ACDP. Uno de los mecanismos propuestos
es mediante la inhibicion de la expresién de la mucina humana epitelial MUC4%%®,
Ademas la expresion de AP2a es mutuamente excluyente con la de MUC4, una
proteina transmembrana que se expresa caracteristicamente en las células tumorales
del ACDP y no en el tejido sano y que también se considera como un factor de mal
pronéstico independiente®’. Por lo tanto AP20 es un importante regulador negativo

de la expresion de MUC4, ya que muestran una correlacién negativa entre la

expresion de AP2a y MUC4 in vivo en el ACDP.

El grupo de Hirono et al.””® demostré la disminucion de la expresion de AP2a
como factor pronostico de la supervivencia en el ACDP. La expresion de AP2a se
asocia no solo a la presencia de metastasis ganglionares sino a la supervivencia de

ACDP?"8,
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Parece que la pérdida de AP2ao ocurre durante la carcinogénesis pancreatica de

forma tardia®3*3%,

En nuestro estudio es otro de los genes que hemos encontrado con disminucion de

su expresion al igual que los datos previos publicados en cancer de pancreas.

Ademaés del potencial oncogénico o de supresion tumoral, AP20 también participa
en el control de la sensibilidad a agentes quimioterdpicos en células tumorales de

colon y mama®®,

El grupo de Jonckheere et al.** demostré que una sobreexpresién moderada de
AP20 en la linea celular de ACDP CAPAN-1 produjo un aumento de la
quimiosensibilidad a bajas dosis de gemcitabina. Esto ya se habia observado en

3338

células de cancer de colon. Este efecto fue independiente de p5 pero resultante de

339 Ademas,

una disminucion de la regulacion de Bcl2 y de la induccion de apoptosis
el mismo grupo también demostré que AP2a es inducida por un mecanismo post-
transcripcional por varios agentes quimioterapicos como la adriamicina o el

cisplatino.
4.3. Maspin

Maspin (SERPINBS5) es un inhibidor de la proteinasa serina que fue
identificado por primera vez como un potencial gen supresor tumoral basado en la
diferencia de expresion entre las células epiteliales mamarias normales y las lineas

tumorales de cancer de mama®®. Recientes estudios han mostrado que Maspin podria
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ser un marcador pronostico. La sobreexpresion en tumores escamosos orales,
carcinomas de tiroides y adenocarcinomas de colon y préstata parece estar asociada a
buen prondstico, mientras que en el caso del carcinoma de mama ocurre lo
contrario®!3%. Maspin se sobreexpresa en la mayoria de ACDP pero no en el
epitelio ductal normal®*®3%. Su expresion se adquiere en el ACDP a través de la
hipometilacion de su promotor mientras que en otros tumores lo hace a través de
hipermetilacion®*. La sobreexpresién de Maspin se asocia con la presencia de
metastasis>* y una peor supervivencia post-cirugia incluso tras ajustar otros factores
clinico-patolégicos®*®. También se observan en lesiones precursoras de bajo y alto
grado (PanINSs), lo que sugiere que su alteracion ocurre tempranamente en el modelo

de progresion del ACDP**®,

En nuestros resultados MASPIN aparece como uno de los genes

sobreexpresados.
4.4. Genes identificados en otros tumores

El gen MTHFD2 codifica una enzima mitocondrial con actividad
metilenetetrahidrofolato-deshidrogenasa. En tejidos normales se expresa s6lo durante
el desarrollo y participa en la iniciacion de las sintesis de proteinas en la

mitocondria®>®

. Variaciones en este gen se han relacionado con un aumento de riesgo
de cancer de vejiga®". Su sobreexpresion se relaciona con el cancer de mama y se
asociada con un mal prondstico, ya que favorece la migracion e invasion. Se asocia

especialmente con tumores HER2 positivos, receptores negativos Yy otras
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caracteristicas de mal prondstico (mutacion de TP53 y presencia de metastasis
ganglionares)®?. También se han detectado niveles altos en metéstasis de colon y
renal aunque no en los tumores primarios, lo que apoya su funcion en las

metastasis®2,

La proteina codificada por el gen OSBPL7 corresponde a un receptor
intracelular lipidico con afinidad por los oxisteroles (derivados oxigenados del
colesterol). Existe sobreexpresion en muestras tisulares de colangiocarcinomas
humanos ya que se han detectado niveles de ARNm mucho mayores que en muestras
hepéticas no tumorales. Ademas se ha observado esta sobreexpresion mediante IHQ
de esta proteina tanto en las células tumorales y en los hepatocitos pero no en las
células biliares normales ni en las células inflamatorias. Pero sin duda lo mas
interesante fue que se han podido identificar también niveles altos de este ARNm en

la sangre de pacientes con colangiocarcinoma comparado con sujetos sanos®>.

El gen SYTL2 codifica una proteina que ha sido descrita en el cancer de vejiga.
En estos tumores se encuentra disminuida su expresion y parece estar relacionada

con marcadores de diferenciacion®*.

CCL24 codifica una quimiocina que se sobreexpresa en cancer colorrectal

primario y metastésico haciéndola una potencial diana inmunoterapéutica®>°.

CA 9 (anhidrasa carbonica 1X) es 1 de las 14 isoformas descritas del grupo de
metaloenzimas cataliticas con zinc que convierten el diéxido de carbono en
bicarbonato, regulando el balance acido-base y la respiracion celular y también
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interviene en otros procesos como la reabsorcion dsea, gluconeogénesis y formacion
de &cido géastrico. Normalmente se expresa en drganos gastrointestinales y su
produccion es inducida por la acumulacién de HIF-1 producida por la hipoxia®®**’.
Ha sido relacionada con el desarrollo y progresién del cancer®®® y se encuentra
sobreexpresada en tumores de células renales, ovarico y escamoso cervical aunque
reducida en cancer géstrico®™"®%3%! a densidad microvascular refleja el grado de
angiogenesis y contribuye significativamente a la progresion del cancer. Es un factor
pronostico adverso independiente en el cancer de pancreas entre otros. CA 9 se
expresa normalmente en tumores con pobre vascularizacion ya que se induce en la
hipoxia. De acuerdo con esta hipétesis, su expresion ha sido asociada con tumores
con baja densidad microvascular, aunque también se ha encontrado en aquellos
tumores con gran microvascularizacién®’. Sin embargo, son varios los trabajos que
no han demostrado relacion entre la expresion de CA 9 y el estado avanzado, la
expresion de p53 o la microvascularizacién. Su expresion se observa en un subgrupo
de tumores, por lo que podria contribuir en las fases iniciales de carcinogénesis.
Ademas, la inhibicion del crecimiento celular de lineas celulares pancreéticas

tumorales por inhibidores de CA indica que podria ser una interesante diana

terapéutica.
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4.5. Genes relacionados con la angiogénesis

El gen SHROOM2 codifica la proteina homoénima (Shrm2). Esta se
sobreexpresa en el endotelio de la vascularizacion en desarrollo siendo por tanto

necesaria para la angiogénesis®***%,

4.6. Otros genes de interés

La proteina KIAA0513 codificada por el gen con el mismo nombre, ha sido
identificada en sujetos con esquizofrenia y parece que interacciona con moduladores
de la neuroplasticidad, la apoptosis y el citoesqueleto. Se expresa en todo el cerebro,
fundamentalmente en cerebelo y su expresién estd disminuida en sujetos

esquizofrénicos®®.

Otro de los genes identificados, FAM134B, codifica una proteina
transmembrana necesaria para la supervivencia a largo plazo de las neuronas de los
ganglios autonémicos y nociceptivos. Mutaciones de este gen causan la neuropatia
autondmica y sensorial hereditaria de tipo 11B (HSAN 1IB) y tiene un importante

papel en la susceptibilidad para la demencia vascular®®2%®,

El gen OPAS3 es el responsable de la catarata y atrofia dptica autosémica

dominante (ADOAC).

PMP22 es una proteina estructural de las células de Schwann cuya disminucion
en su expresion fue identificada originalmente en estas celulas durante la

regeneracion neural. Ademas interfiere en la proliferacion celular. Su mutacion es

169



responsable de numerosos tipos de neuropatias periféricas, como el sindrome de
Charcot-Marie-Tooth tipo 1A caracterizado por la progresiva atrofia muscular distal.
Se ha demostrado que existen niveles aumentados de ARNm en la PC y el ACDP
comparado con tejido sano y mientras que en éste solo se expresa en nervios, en la

PC y el ACDP también se expresa en un porcentaje de células tumorales®’.

TUBBS3 es una beta-tubulina clase Ill. Los taxanos son un grupo de agentes
quimioterdpicos que actian sobre la subunidad B-tubulina de los microtibulos
blogueando la division celular e induciendo apoptosis. La sobreexpresion de esta
isoforma confiere resistencia a los taxanos, lo que es de relevancia clinica en el
cancer de ovario, mama, prostata y pulmon. Su sobreexpresion en estos tumores se
correlaciona con un peor pronostico en aquellos pacientes tratados con quimioterapia
basada en taxanos (paclitaxel y docetaxel)®®. Esta tubulina ha sido estudiada en el
ACDP y parece tener un papel importante en la resistencia no solo a los taxanos sino

a la gemcitabina®*®%".

La familia del gen Human Forkhead-box (FOX) estd constituida por 43
miembros entre los que se incluye FOXDA4. Otros miembros de la familia son el gen
FOXAL que se encuentra amplificado y sobreexpresado en el cancer de esofago y
pulmoén o el gen FOXML1 que tiene su expresion disminuida en el cancer de pancreas
y el carcinoma de células basales debido a la alteracion de la via de sefializacion de
Sonic Hedgehog (SHH)*™. Estudios preliminares en cultivos de células madre

embrionarias de raton muestran que el gen FOXD4 tienen un papel importante en
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promover los precursores del ectodermo neural inmaduro y retrasar la diferenciacion

neural®’?.

CEACAML1 es una molécula de adhesién celular y uno de los biomarcadores
propuestos en los ultimos afios para diagnostico del ACDP. Parece que su
sensibilidad es superior al CA19.9, aunque su especificidad no es suficiente para
diferenciar las neoplasias de otras entidades benignas como la PC, por lo que su uso
como herramienta diagnostica por si sola no estd recomendada en la

actualidad3?8373374,

GPR177 (WLS) codifica una proteina transmembrana necesaria para la
secrecion de la proteina Wnt en tejidos adultos y embrionarios®”. En muchos
tumores la activacion de la via de sefializacion WNT/B-catenina ocurre por una
mutacion, mientras que este hecho rara vez ocurre en melanomas. No obstante, la
disminucién de los niveles de B-catenina esta relacionada con un peor prondstico®’®,
Uno de los pasos clave de la secrecion del ligando de Wnt es la secrecion de GPR177
que se encuentra disminuida en lineas celulares de melanoma. Los resultados de
algunos estudios sugieren que GPR177 actia como un regulador negativo de la
proliferacion del melanoma y la produccion de metastasis mediante la activacion de

la via WNT/B-catenina®"’.

OSR1 es un gen que codifica un factor de transcripcion que se expresa en el
mesodermo Yy participa en el desarrollo del rifion. Las variantes disfuncionales de

OSR1 comprometen al grupo de células progenitoras renales, lo que puede limitar el
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tamafio renal y su funcién en el recién nacido®®. Se han estudiado los niveles de
ARNm de OSR1 evidencidndose significativamente disminuidos en la linea celular
de ACDP MIA PaCa-2 y de forma menos marcada en las lineas PANC-1, BxPC-3,

AsPC-1, PSN-1y Hs766T y otras lineas de cancer géstrico y esofagico®’®.

El gen USP47 (TRFP) codifica una proteina que pertenece al sistema de las
ubiquitinas-proteasomas, las cuales tienen un papel importante en varios procesos
como el crecimiento celular, la diferenciacion y la apoptosis e incluso se han
observado formas aberrantes en numerosos tumores humanos®®. USP47 esta
implicada en el control del crecimiento celular y la supervivencia®'. Ademés
recientemente se le ha atribuido un papel importante en el control del crecimiento

axonal durante el desarrollo neuronal®®.

ANKS4B es una molécula que controla la susceptibilidad de la apoptosis
inducida por estrés del reticulo endoplasmico, organela critica para el
funcionamiento de las células B pancreaticas. ANKS4B es también una diana de
HNF4a, un subtipo de factor nuclear hepatocitario (HNF). La mutacién del gen
HNF4A causa una forma particular de diabetes conocida como MODY1 (maturity-
onset diabetes of the young, tipo 1), cuya patogénesis primaria incluye la disfuncion

de las células pancreéticasgsg.

DCUN1D3 es un gen que se expresa de manera ubicua en tejidos tumorales
humanos y lineas celulares. Cuando las células tumorales son expuestas a radiacion

UV, los niveles de expresion de DCUN1D3 aumentan significativamente. La
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sobreexpresion de DCUN1D3 inhibe el crecimiento celular. Este gen parece por
tanto estar relacionado con la progresion del ciclo celular y la supervivencia celular
bajo condiciones de dafio del ADN®** por lo que podria ser un potencial gen
supresor de tumores, ya que ademas comparte algunas similitudes con TP53, otro

gen supresor tumoral®®®.

PPFIA2 es un gen que codifica una proteina homoénima y se encuentra

expresada a nivel ocular en la miopia de alto grado®®®.

5. Diferencias con otros estudios

Como ya hemos visto en la literatura publicada, s6lo unos pocos genes se
encuentran expresados diferencialmente en més de un estudio. La larga lista de
factores responsables han sido sefialados por varios autores y podrian dividirse en
factores intrinsecos al tumor y las muestras, factores dependientes de la tecnologia

utilizada y factores dependientes del anélisis bioinformatico?’#2+2%,

Con respecto a las muestras utilizadas, un punto muy importante es el nimero
limitado de muestras utilizadas asi como el tipo (lineas, tejido o xenotransplantes) y
las histologias incluidas, ademés de su procesamiento o0 no con microdiseccion u otro
método de purificacion de celularidad tumoral. También se ha atribuido esta
variacion en la expresion de los genes detectados a la heterogeneidad genomica de
esta enfermedad asi como la compleja composicion celular de las muestras

tumorales®’,
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Otro punto importante es la gran variabilidad inter-plataforma con el uso de
diferentes tecnologfas de arrays que pueden dar resultados diferentes®”. Como ya
demostraron algunos autores®, existe poca correlacion cuando se usan distintos

tipos de tecnologias aplicadas a las mismas muestras.

Por ultimo estan las diferencias de métodos estadisticos de analisis de genes
y/o el umbral usado en los diferentes estudios que hace que también los resultados

obtenidos varien entre si?’#,

Esta variacion inter-estudios pone de manifiesto la dificultad para determinar
los genes diferencialmente expresados en ACDP vy por ello la falta de perfiles de

expresion que puedan relacionarse con la evolucién clinica.

No obstante, 3 de los genes encontrados en nuestro estudio aunque no con
significacion estadistica (TNC, AP2« y Maspin) habian sido descritos anteriormente
en cancer de pancreas asi como otros 5 genes habian sido estudiadosn en otros tipos

tumorales.
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VIIl. Conclusiones







VII. CONCLUSIONES

1. Objetivos concretos:

1.1. Caracterizacion del perfil o perfiles de expresion genética del

adenocarcinoma ductal pancreético

Los hallazgos del presente estudio muestran que existe una gran variabilidad en
los perfiles de expresion genica en el ACDP, a pesar de haberse seleccionado de
forma estricta las muestras y haberse obtenido sélo material tumoral mediante

microdiseccion.

Los genes identificados en nuestro estudio sélo coinciden parcialmente con los
previamente identificados por otros grupos; esta falta de coincidencia es el resultado
comun en la mayoria de los trabajos publicados hasta el momento que han tratado de
identificar un perfil genético en el cancer de pancreas. Incluso se ha llegado a
describir una gran variabilidad genética dentro de un mismo tumor debido a la
heterogeneidad celular de éste, como hemos visto en el apartado 3.8. de la discusion,
lo cual complicaria aun mas la obtencion de ese perfil Unico aplicable a todos los

pacientes con estos tumores.

Estos resultados poco alentadores podrian cuestionar la relevancia bioldgica de
la basqueda de perfiles de expresion en el ACDP como un método predictivo para la
supervivencia de los pacientes debido a que el perfil de expresion de cada tumor en

particular es muy especifico. Sin embargo, podria ser un problema que tuviese mas
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relacién en la forma de clasificar los tumores, de manera que podrian existir perfiles
mas claros seleccionando dentro de los ACDP aquellos con mutaciones de un gen
determinado, un estadio concreto, un grado de extension tumoral determinado, etc. al
igual que habria que tener en cuenta esa expresion diferencial entre la diferentes

regiones de un mismo tumor.

1.2. Clasificacion de los diferentes patrones de expresion obtenidos.

Los patrones obtenidos en nuestro estudio no han permitido agrupar por
completo los pacientes en subtipos que muestren diferencias estadisticamente

significativas entre ellos.

1.3. Correlacion de los patrones con la supervivencia.

Los resultados obtenidos muestran que existe una gran diversidad entre los
diferentes tumores a pesar de su homogeneidad histoldgica y la inclusién de un paso
de seleccidn exclusivamente de tejido tumoral para evitar el ruido que puedan
producir otras células contenidas en el tumor, fundamentalmente el estroma que
acomparia a este tipo de tumor. Pese a ello, la variabilidad de los tumores no ha
permitido la deteccion de un perfil de expresion estadisticamente significativo

asociado a la supervivencia en pacientes con ACDP.
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2. Objetivo ultimo:

2.1. Conocimiento de las alteraciones moleculares en el ACDP para la
contribucion al progreso de la investigacion basica y clinica del cancer de

pancreas y la ayuda a mejorar su tratamiento y prondstico.

A diferencia de los estudios previos de perfiles de expresion en los que se
utilizaba material congelado, nosotros hemos utilizado tejido parafinado, lo que abre
un nuevo camino a la investigacion en este campo al permitir hacer estudios
retrospectivos utilizando un material de uso cotidiano en los servicios de anatomia

patoldgica y de facil disponibilidad y amplio nimero.

Los resultados obtenidos muestran que no existe un perfil claro (altamente
significativo) de genes cuyos niveles de ARNm en el tumor sean determinantes para
poder predecir la supervivencia de los pacientes. No obstante, la identificacion de
genes relacionados con una mayor supervivencia aunque con valores de p inferiores
a 10, sugiere que pueden tener alguna implicacién, extremo que deberfa ser

verificado en una muestra mas amplia.

Ademéas se han identificado genes especialmente interesantes como la
Tenascina C, TFAP2A o Maspin que parecen tener un papel importante en la
carcinogénesis del ACDP y podrian constituir futuras dianas tanto diagnésticas como
terapéuticas. También se han identificado genes que han sido identificados y

estudiados en otros tipos tumorales como MTHFD2, OSBPL7, SYTL2, CCL24 y CA9
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pero no en cancer de pancreas y que también podrian ser de gran utilidad clinica. Por
ultimo, hemos identificado genes relacionados con la angiogénesis, el desarrollo
axonal, el ciclo celular o la diferenciacion celular como SHROOM2, KIAA0513,
FAM134B, OPA3, PMP22, TUBB3, FOXD4, CEACAM1, GPR177, OSR1, USP47,

ANKS4B, DCUN1D3 y PPFIAZ.
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