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1. EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO EN EL. CANCER DE PROSTATA

El cancer de préstata (CaP) constituye uno de los problemas sanitarios mas importantes
en los paises desarrollados. Su incidencia ha ido en aumento en las dltimas décadas, por una
parte como consecuencia del aumento de la esperanza de vida, y por otra, por el desarrollo de
técnicas diagndsticas que han permitido la deteccién de tumores asintomaticos que

previamente pasaban desapercibidos.

Mundialmente se estima que unos 285.100 varones mueren como consecuencia de esta

patologfa, 89.600 en Europa y 32.600 en Norteamérica'.

En Espafa, segun los datos del Registro Nacional de CaP realizado por 25 centros
espafioles en el 2010, la cifra de nuevos diagnésticos anuales es de 4.087 en una poblacién de
referencia de 4.933.940 (21,8% de la poblacién de varones en Espafia), lo que supone una

incidencia estimada para el CaP de 70,75 casos por 100.000 hombres’.

A pesar de ser una entidad comun, la etiologfa y los factores relacionados con la
evolucién tumoral son hoy en dfa poco conocidos, si bien se considera un proceso
multifactorial relacionado con ciertas exposiciones ambientales, estilos de vida, antecedentes
familiares y factores genéticos.

Los unicos factores de riesgo demostrados como causantes de CaP son la edad
avanzada, la historia familiar de CaP y la etnia africana’. Algunos estudios apuntan la
importancia de la base genética de la enfermedad, la cual condiciona tanto la susceptibilidad a
la misma como la agresividad clinica*. Sin embargo, hay otros factores como la actividad fisica
y sexual, la exposicién al cadmio y radiacién ultravioleta, el habito tabdquico, el consumo de
alcohol, la dieta rica en grasas saturadas de origen animal y el consumo de carne roja, de los
que se desconoce el papel que juegan en el desarrollo del CaP*. También es controvertido el
sindrome metabdlico como agente etiolégico del CaP. Meta-analisis recientes no encuentran
relacién  del sindrome en conjunto pero si de sus componentes de forma individualizada,
como es el caso de la hipertension arterial (HTA) o la circunferencia de la cintura. Algunos
trabajos establecen el papel dual de la obesidad en el CaP, de forma que el riesgo se reduce
para el CaP localizado pero a mayor indice de masa corporal (IMC), mayor es el riesgo de CaP

avanzado’. En relacién a la Diabetes Mellitus (DM), se ha descrito una posible asociacién
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entre ésta y el CaP, mostrando una relacién inversa entre ambas entidades®.

En conclusion, podemos decir que los factores endégenos, inherentes al individuo, son
determinantes en el desarrollo del cancer de préstata, mientras que los factores exégenos
podrian tener un papel desencadentante en la apariciéon del mismo. Sin embargo, hoy en dia
no hay suficiente evidencia al respecto como para hacer recomendaciones sobre el estilo de
vida, pues no sabemos qué grado de repercusion podrian tener en el desarrollo de esta

patologfa.

2. DIAGNOSTICO DEL CANCER DE PROSTATA

Para llegar al diagnéstico del CaP las herramientas que se utilizan actualmente son el
valor del antigeno prostatico especifico (PSA) y el tacto rectal (TR), siendo necesaria la
confirmacién diagnéstica mediante la realizacién de una biopsia prostatica (BP) en aquellos

casos en los que exista un PSA elevado y/o un TR sospechoso.

2.1 Antigeno prostitico especifico (PSA)

El PSA es una glucoproteina con actividad calicreina que se sintetiza fundamentalmente
en las células epiteliales prostaticas. Su accidn fisiolégica es la licuacién del codgulo seminal,
resultando de ello un incremento de la motilidad espermatica’.

La concentracién de PSA en el liquido seminal es muy elevada, sin embargo, en
condiciones normales en sangte periférica es minima. Las alteraciones en la arquitectura
glandular y la neoangiogénesis pueden ser los factores mas importantes que justifican un
incremento de la eliminacién de PSA al torrente circulatorio.

El punto de corte de 4 ng/ml. de PSA sérico ha sido y es el valor mas utilizado para la
deteccién y monitorizacién del cancer de prostata. Sin embargo, Partin y cols. demostraron un
porcentaje de pacientes inesperadamente alto de casos con cancer de prostata en pacientes con
cifras de PSA entre 2 y 4 ng/mL"". Es por ello que hoy en difa se tienen en cuenta diferentes
factores a la hora de establecer el punto de corte de PSA, entre ellos la edad del paciente.

A pesar de que el PSA es un marcador que ha ayudado al diagnéstico temprano de la
enfermedad, reduciendo de forma significativa las muertes por CaP, sigue siendo elevada la
mortalidad, dado que tiene como limitacion fundamental que se trata de un marcador
prostata-especifico pero no cancer-especifico’”. Por este motivo se han desarrollado nuevas

férmulas, basadas en la cuantificacién sérica de PSA, que pretenden incrementar su
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especificidad, manteniendo una tasa de deteccién (sensibilidad) similar. Las principales son la
densidad de PSA", la velocidad de PSA'*", el tiempo de duplicacién del PSA', los rangos de

PSA especificos por edad'” y las diferentes formas moleculares de PSA, como el PSA libre'".

2.2 Tacto rectal

Desde la introduccién del PSA, el TR ha perdido protagonismo en su papel diagnéstico
en el CaP. La mayor parte de los CaP se localizan en la zona periférica de la préstata y pueden
detectarse mediante TR a partir de volimenes tumorales de unos 0,2 ml. Un TR sospechoso
es una indicacion absoluta de BP pues en aproximadamente el 18 % de los pacientes se detecta

un CaP a partir de un TR patolégico, con independencia de la concentracién de PSA™.

2.3 Biopsia prostitica

Las indicaciones de la BP vienen derivadas del resultado del PSA y del TR, matizadas
por otros factores como pueden ser la edad del paciente, el cociente PSAl/PSAt, la densidad
de PSA, y el volumen prostatico.

Cualquier alteracion del TR y/o unas cifras de PSA supetiores a los niveles patoldgicos
considerados, son indicacién de biopsia en varones con una expectativa de vida superior a los
10 afios.

La biopsia estandar se realiza guidndose mediante ecografia transrectal (ETR). Se puede
realizar con anestesia local mediante bloqueo de los haces neurovasculares periprostaticos,
localizados en el angulo formado entre las vesiculas seminales y la base prostatica. Como
anestésicos locales podemos utilizar la mepivacaina o lidocaina®.

Actualmente los esquemas de biopsia que se consideran adecuados son aquellos que
incluyen un minimo de 10 cilindros. No obstante, hay algunos esquemas de biopsia que toman
como factor determinante del nimero de cilindros el volumen prostatico. De hecho, se han
publicado nomogramas, como el de Remzi y cols. conocido como nomograma de Viena, el
cual constituye una estrategia para el determinar el nimero éptimo de cilindros que permite
reducir el ndmero de biopsias innecesarias, teniendo en cuenta por igual la edad del paciente y

s 22
el volumen prostatico™.
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3. ESTADIFICACION DEL CANCER DE PROSTATA

Hay que diferenciar el estadiaje clinico (T'c) (Tabla 1), el cual obtenemos mediante el TR,
PSA y otras técnicas de imagen complementarias (como la gammagrafia 6sea, la tomografia
computarizada o resonancia magnética), del estadiaje patolégico (T'p), el cual obtendremos a
partir del estudio anatomopatolégico (AP) de la pieza de prostatectomia radical (PR). Tanto
para el sistema de clasificacién clinico como patoldgico, el sistema de estadificaciéon que se

utiliza actualmente es el de tumor, ganglios y metastasis, conocido como TNM?>.



INTRODUCCION

Tabla 1: TNM clinico de cancer de préstata (AJCC 2010)

T - Tumor primario

TX  No se puede evaluar el tumor primario

To  Ausencia de datos de tumor primario

T1  Tumor clinicamente inaparente no palpable ni visible en las pruebas de imagen
Tia  Eltumor es un hallazgo histolégico fortuito en el 5 % o menos del tejido resecado
Tib  El tumor es un hallazgo histoldgico fortuito en mas del s % del tejido resecado

Tic Tumor identificado en una biopsia por puncién (por ejemplo, debido a una con-
centracion elevada de antigeno prostatico especifico [PSA])

T2  Tumor limitado a la préstata’
T2a  El tumor afecta a la mitad de un lébulo o menos
T2b  El tumor afecta a mas de la mitad de un 16bulo, pero no a los dos 16bulos
T2c  El tumor afecta a los dos 16bulos

T3  El tumor se extiende a través de la capsula prostitica?

T3a  Extensién extracapsular (uni o bilateral), incluida la afectacién microscépica del
cuello de la vejiga

Ts3b  El tumor invade una o ambas vesiculas seminales

T4  Eltumor est4 fijo o invade estructuras adyacentes distintas de las vesiculas seminales:
esfinter externo, recto, miisculos elevadores o pared de la pelvis

N - Ganglios linfaticos regionales?

NX No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
No  Ausencia de metéstasis ganglionares regionales

N1  Metéstasis ganglionares regionales

M - Metastasis a distancia*

MX No se pueden evaluar las metastasis a distancia
Mo  Ausencia de metéstasis a distancia
M1  Metéstasis a distancia

Mia Ganglios linfiticos no regionales

Mib Huesos

Mic Otros focos

"Un tumor hallado en uno o ambos [6bulos mediante una biopsia por puncién, pero que no es palpable ni visible en las
pruebas de imagen, se clasifica como T1c.

?La invasién del vértice de la préstata, o de la capsula prostatica (pero sin sobrepasarla), no se clasifica como pT'3, sino
como pTa.

Las metéstasis no mayores de 0,2 cm pueden designarse pN1 mi.

#Cuando exista ms de un foco de metéstasis, debe utilizarse la categorfa més avanzada.
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3.1 Extension tumoral (T)

El primer nivel en la estadificacion es la evaluacién del estadio tumoral local, donde
es importante la diferenciacién entre enfermedad intracapsular (T1-T2) y extracapsular (T3-
T4) de cara a decidir cual es la mejor opcidn terapéutica. Ni el TR, ni el PSA, ni la ETR son
capaces de aportar de forma fiable informacién relativa a la afectacion local, de forma que las
técnicas que se recomiendan hoy en dia, son la tomograffa computerizada (TC) y la resonancia
magnética (RM). Esta dltima aporta mejor informacién sobre la uni o bilateralidad, la
extension extracapsular y afectacion de vesiculas seminales asi como la invasién de estructuras

. . 3 , 21erd 2:
vecinas (vejiga, recto, esfinter anal, misculo elevador del ano, pared pélvica)™.

Han surgido en los dltimos afios variantes de la RM que han permitido una mayor
eficiencia en el estadiaje local del CaP. Es el caso la RM endorrectal (RM-¢)*7, la

espectroscopia (ERM)* o la RM multiparamétrica.

3.2 Estadificacion ganglionar (N)

La estadificacién ganglionar sélo debe realizarse cuando los resultados vayan a
influir directamente en una decision terapéutica y esto suele ocurrir en los pacientes en los que
se plantean tratamientos potencialmente curativos. Los valores elevados de PSA, el estadiaje (a
partir de T2b-T3) y el Gleason mayor a 6 se han asociado a un mayor riesgo de metastasis

. -
ganglionares™”".

En la bibliografia actual, los resultados indican que la TC y la RM ofrecen
resultados similares en cuanto a la deteccion de metastasis ganglionares pélvicas, aunque la TC

parece ligeramente superior™ ™.

Se han propuesto también otras técnicas de imagen para mejorar el diagnéstico de
adenopatias como la RM de alta resolucién (util para la detecciéon de metastasis ganglionares
ocultas™ o el uso de radioinmunogammagrafia, sin embargo se necesitan mas estudios para

poder recomendar su uso de forma sistematica en la practica clinica®.

A pesar de disponer de diferentes modalidades de técnicas de imagen, el método de

referencia para la estadificaciéon N sigue siendo la linfadenectomia quiridrgica, ya sea mediante

técnica abierta, laparoscépica o robética™.
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Por otra parte, en los dltimos afios se esta estudiando la utilidad del ganglio centinela
en el cancer de prostata. La exéresis de éste, definido como el primer ganglio linfatico que
recibe el drenaje linfatico del CaP, tiene el objetivo principal de disminuir la morbilidad
asociada a una linfadenectomia pélvica ampliada, sin modificar la sensibilidad para el

diagnéstico de la enfermedad metastasica®.

3.3 Estadificacion metdstasis (M)

Las metastasis en el cancer de prostata son fundamentalmente éseas, y en particular
lesiones blasticas. La técnica de imagen utilizada de forma rutinaria es la gammagrafia 6sea.
Pero ademas del hueso, el CaP puede metastatizar a cualquier 6rgano, si bien afecta con mayor
frecuencia a ganglios linfaticos distantes, pulmoén, higado, cerebro y piel. La exploracién fisica,
la radiografia de térax, ecografia, TC y RM son métodos de investigacién apropiados, aunque

s6lo cuando los sintomas sugieren la posibilidad de metastasis en tejidos blandos.

Los estudios han demostrado que la PET/TC con 18F_fluoruro es una modalidad
de imagen sensible y especifica para detectar metastasis 6seas. Sin embargo, no se han
obtenido resultados definitivos, por lo que no pueden hacerse recomendaciones

38
concluyentes™.

En la actualidad, el PSA es el marcador de eleccién para monitorizacién de lesiones
metastaticas”. Existe buena correlacién entre el PSA sérico y la gammagrafia 6sea en pacientes
con un CaP no tratado. Los resultados de diferentes estudios indican que una gammagrafia
6sea de estadificacién es innnecesaria cuando la concentracién sérica de PSA es inferior a 20
ng/ml en pacientes asintomaticos con tumores bien o moderadamente diferenciados. Por el
contrario, en los pacientes con tumores poco diferenciados y enfermedad localmente
avanzada, deberfa obtenerse una gammagrafia 6sea de estadificacion con independencia del

» 40.41
valor sérico de PSA™™,
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4. GRUPOS DE RIESGO EN EL CANCER DE PROSTATA

Inicialmente todos los canceres de prostata localizados se diferenciaban tnicamente en

funcién del PSA o de la histologfa, sin considerar otros factores en la toma de decisiones, a

excepcién de la edad. Posteriormente, se traté de individualizar el tratamiento en funcién de

las caracteristicas de cada paciente. El primero en definir los grupos de riesgo fue D’Amico a

finales de los noventa, clasificando a los pacientes en funcién de los resultados del TR, el PSA

7 el indice de Gleason® (Tabla 2).
y

Tabla 2: Grupos de riesgo en el cancer de préstata segin D’Amico.

Bajo riesgo

Riesgo intermedio  Alto riesgo

PSA <10ng/mL

PSA 10-20ng/mL  PSA >20ng/mL cualquier PSA

yGS <7 6GS 7 6GS >7 cualquier GS cT3-4
ycTr-2a 6cTa2b 6cTac 6 cN+
Localizado Localmente avanzado

A partir de los grupos definidos por D’Amico, han surgido otras clasificaciones en

relacién con los grupos de riesgo, una de las mas utilizadas es la de la National Comprebensive

Cancer Network (NCCN)* (Tabla 3).

Tabla 3: Clasificacién de grupos de riesgo de la NCCN.

cTic y Gleason <7 y PSA <1ong/mL

Muy Bajo Riesgo  y <3 cilindros de biopsia (+) con < 50% afectado en cada uno
y  PSAD <o,15 ng/mL/cc
Bajo Riesgo cTicTza y Gleason <7 y PSA <1ong/mL

Riesgo Intermedio

cT2b-cT2c 6 Gleason7 & PSA: 10-20 ng/mL

Alto riesgo

cTsa 6 Gleason >7 6 PSA >20ng/mL
o bien 2 o los tres pardmetros del Riesgo Intermedio en un mismo paciente

Muy Alto Riesgo

cT3b-cT4

o bien 2 o los tres pardmetros del Alto Riesgo en un mismo paciente

Estas clasificaciones se utilizan de forma habitual en las gufas clinicas urolégicas puesto

que son de utilidad para el manejo del paciente con diagnéstico de cancer de prostata.

10
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5. CANCER DE PROSTATA CLINICAMENTE INSIGNIFICANTE

Con la llegada del PSA aument6 dramaticamente la prevalencia del CaP, de manera que
se diagnosticaban tumores clinicamente insignificantes, es decir, tumores que previsiblemente
no iban a presentar manifestaciones clinicas en un periodo prolongado o en la vida del
paciente™.

Epstein, en la década de los 90, establece unos criterios para definir al CaP insignificante

basindose principalmente en los datos obtenidos de la BP*:

- Gleason = 6 (No patrén 4,5)
- <3 cilindros afectados
- Ningun cilindro >50% afectado

- <3 mm de cancer en cualquier cilindro

- PSAd <0.15

Posteriormente, el grupo de Epstein en el 2004 hizo una revision de estos criterios
corroborando que eran una herramienta atil para la toma de decisiones terapéuticas del
paciente diagnosticado de CaP*.

Dado que hoy en dia se busca la mejora de la calidad de vida del paciente, es importante
poder diferenciar los tumores indolentes de los agresivos con el fin de evitar el

sobretratatamiento, el cual va en detrimento de la misma de una forma considerable.

6. DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO EN EL CANCER DE PROSTATA

6.1 Tipos histolégicos

El diagnoéstico del CaP se basa fundamentalmente en el estudio histolégico de los
cilindros obtenidos en la BP. La mayorfa de los diagndsticos anatomopatolégicos, mas de un
95%, corresponden al adenocarcinoma de prostata tipo acinar convencional. Existe otros
tipos histolégicos diferentes mucho menos frecuentes, que pueden ser identificados en la

biopsia de prostata’”:

11
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- Adenocarcinoma de prostata ductal

- Adenocarcinoma de préstata mucinoso

- Adenocarcinoma de préstata con células en anillo de sello

- Carcinoma adenoescamoso

- Carcinoma de células pequefias

- Carcinoma sarcomatoide

- Carcinoma urotelial (afectando ductos y acinis prostiticos sin invasién estromal
con lo cual puede ser de origen vesical, o afectando acinis y estroma o primatio
uretral prostatico)

- Carcinoma adenoide quistico

6.2 Gleason Score

El sistema de Gleason se trata de un sistema de puntuacién que considera las
caracterfsticas citolégicas y arquitecturales de los tumores. Se definieron inicialmente 5

patrones* (Figura 1):

- Patrén 1: Glandulas uniformes bien diferenciadas, empaquetadas en grupos con
limites relativamente bien definidos.

- Patrén 2: Glandulas bien diferenciadas pero menos uniformes, con estroma
interglandular, agrupadas y con bordes poco definidos.

- Patrén 3: Glandulas moderadamente diferenciadas de tamafio variable creciendo de
manera infiltrativa, con dreas papilares o cribiformes.

- Patron 4: Glandulas fusionadas con crecimiento infiltrativo, de limites no definidos,
con células de citoplasma claro hipernefromatoide.

- Patrén 5: Carcinoma anaplasico con minima diferenciaciéon glandular infiltrando

difusamente el estroma prostatico.

Para obtener la puntuacién de Gleason se deben sumar dos patrones, por una parte uno
primario, el més frecuente, y otro secundatio, el minoritario. De la suma de ambos se obtiene

una puntuacion total de Gleason.

12
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PROSTATIC ADENOCARCINOMA
{Histelogic Grades)

¥ iy e, 4D G S
Figura 1: Clasificacién de Gleason 1992.

Tras la llegada del PSA hubo un nuevo enfoque del cancer de préstata que obligé a los
anatomopatélogos a realizar una revisién del sistema de puntuacién de Gleason, realizada en
la reunién de Consenso sobre Gleason de la ISUP del 2005% de forma que hoy en dia se

conoce como Gleason modificado e incluye las siguientes correcciones (Figura 2):

- Laasignacién del Gleason en biopsia transrectal no es igual que en prostatectomia.
- No es posible diagnosticar los patrones 1y 2 en la biopsia transrectal
0 Imposibilidad de valorar los bordes de la lesién
0 Confusién con hiperplasia glandular atipica
- La histologia cribiforme es grado 3 si hay buena circunscripcién y bordes regulares,
si no es grado 4
- El grado 4 incluye
O patrén cribiforme irregular
O microacinos fusionados
0 glandulas con luces mal formadas
O histologfa hipernefromatoide
- El grado 5 no cambia

- Se debe ignorar el patrén secundario de menor grado si <5% del area tumoral

13
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- Se debe incluir en el indice de Gleason cualquier patrén secundario de mayor grado
incluso si es <5%

- Si hay patrones terciarios, el indice de Gleason final se obtiene sumando el patrén
primario y el més alto de los terciarios, que pasarfa a ser patrén secundatio

- Debe obtenerse el indice de Gleason en cada cilindro por separado si las muestras se
remiten individualizadas en frascos separados

- No hay consenso en cémo asignar el indice de Gleason si varios cilindros vienen

incluidos todos en un mismo frasco .

Figura 2: Gleason modificado 2005 pata Biopsia

En el 2010 hay una nueva actualizacién del Gleason con pequefias modificaciones al
respecto™:
- Seinsiste en que no deberfa darse un diagnéstico de Gleason de 2-4 en biopsia.
- Algunos tumores (como aquellos con glandulas mal formadas) deberfan clasificarse
como grado 4.
- Todos los patrones cribiformes pasan a ser Gleason 4 y no 3.

- Se debe informar con cautela los patrones terciarios con gleason 4 y 5

14
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6.3 Neoplasia intraepitelial de alto grado y atipa de pequefios acinos

Con la llegada de la era del PSA se han incrementado el nimero de BP realizadas y con
ello no solo un aumento considerable en la incidencia del CaP sino también la aparicién de
nuevos diagnésticos patoldgicos como neoplasia intraepitelial de alto grado y lo que los
autores anglosajones definen como ASAP (atypical small acinar proliferation) o atipia de pequefios
acinos prostaticos, que nos plantean nuevas estrategias de seguimiento y manejo de los

pacientes.

6.3.1 Neoplasia intraepitelial prostatica de alto grado (HGPIN)

Se define como acinos y conductos prostaticos arquitecturalmente benignos pero
cubiertos por células atipicas. Estas células atipicas comparten cambios genéticos,
morfolégicos, histologicos e inmunohistoquimicos con el CaP, pero carecen de la invasién de
la membrana basal. Es una lesion histologica existente en un 2,7 a 14,2% de las biopsias de
proéstata”. Tradicionalmente se ha considerado a esta lesién como un factor de riesgo para
CaP y por ello la identificaciéon de PIN de alto grado sin CaP concomitante era indicacién de
una rebiopsia inmediata. La tasa de deteccion de cancer de préstata en la rebiopsia de HGPIN
ha variado en el tiempo con una clara tendencia descendente, e incluso con evidencia en la

actualidad de que un PIN de alto grado no supone un mayor riesgo de presentar CaP>>.

6.3.2 Atipia de pequefios acinos prostaticos (ASAP)

Los focos de ASAP presentan algunos hallazgos patolégicos similares a los del
adenocarcinoma de préstata pero no son suficientes como para poder afirmar la existencia del
mismo. Mientras que algunos pacientes son diagnosticados finalmente de carcinoma, otros
presentan una amplia variedad de lesiones proliferativas benignas que se asemejan al
carcinoma. La incidencia del ASAP es muy variable entre el 0,5% y el 18%°*. En las sucesivas
biopsias se diagnosticé CaP en aproximadamente el 40% de los casos, por ello, todo paciente
con un resultado de ASAP en la biopsia debe someterse a rebiopsia a los 3-6 meses

siguientes™.
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6.4 Anatomia patolégica de la pieza de prostatectomia
6.4.1 Gleason de la pieza

En el caso de la pieza de PR la graduacién de Gleason presenta discretas diferencias. El
consenso de 2005 aporta las siguientes modificaciones:
- Se ignora el patrén secundario de menor grado si es <5% del area tumoral
- No hay consenso sobre si incluir o no en el indice de Gleason cualquier patrén
secundario de mayor grado si éste es <5% del area tumoral
- Tumores multifocales:]
O Asignar indices independientes a cada nédulo
0 Elindice mas alto es el indice final
- No incluir el patrén terciario en el indice final, para evitar sobregradacién del

tumor
6.4.2 Estadio patolégico (Tp)

El estadio patolégico se obtiene tras en andlisis histopatolégico de la pieza de

prosatectomfa radical. A diferencia del clinico la T no incluye el T1% (Tabla 4).

Tabla 4: Clasificacién TNM patoldgico.

TNM: Tumor primario — Anatomopatoldgico’ (pT)

pT2  Tumor confinado a la glindula prostatica
pT2a  Tumor confinado a <50% de un 16bulo prostatico
pT2b  Tumor confinado a > 50% de un solo lébulo prostatico
pT2c  Compromiso de ambos lobulos prostaticos
pT3 Tumor con extensién extraprostatica
pT3a Tumor con extensidn extraprosttica o invasién microscopica del cuello vesical®
pT3b Tumor con invasién de vesiculas seminales
pT4 Tumor con invasién del recto, musculos elevadores del ano y/o pared pelviana

No hay clasificacién anatomopatolégica T.
?Los margenes quirtrgicos positivos se deben indicar mediante un descriptor R (enfermedad residual microscépica)
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6.4.3. Margenes quirargicos

Se define margen quirdrgico positivo (MQP) en la pieza de PR a la extensioén del tumor
hasta la superficie externa de la pieza resecada, que se manifiesta en el examen microscopico
por el contacto de las células tumorales con la superficie de la glindula pintada por el
anatomopatélogo con tinta china. Hay diferentes formas de describir los margenes, se pueden
etiquetar como extensos o pequefios, multifocales o solitarios, de borde romo o espiculado o
segun su localizacion (dpex, base prostatica, cara anterior o posterolateral).

La tasa media de margenes positivos en las piezas de PR se sitia en torno al 28%, con
rangos que pueden oscilar entre el 0% y el 53%.

Las posibilidades de que aparezcan margenes positivos se relacionan con el estadio
clinico, el volumen tumoral, el porcentaje de tumor en la biopsia, el Gleason, la cifra de PSA
preoperatotio, con el procesado anatomopatolégico de la pieza o incluso con la experiencia
del cirujano.

Estudios iniciales  observaron que los pacientes con MQP tenfan una mayor
probabilidad de progresién bioquimica, por lo que eran pacientes candidatos a RT de rescate™.
Aunque de forma global el 50% de los pacientes con MQP presentan recidiva bioquimica
(RBg) a los 5 afios, no todos los margenes positivos siguen la misma evolucién. De hecho,
estudios mas recientes no encuentran que los MQP tras PR sean un factor de riesgo
independiente para aparicion de metastasis, CPRC o mortalidad cancer de préstata especifica
(MCaPE). Por ello, hoy en dia se recomienda que en ausencia de otros factores de riesgo, el
MQP por si solo no sea indicacién de RT adyuvante, la cual deberfa posponerse hasta una

elevaciéon de PSA postoperatoria’™.

6.44  Invasién perineural (IPN)

La invasién perineural (IPN) se considera una ruta metastasica en algunos tumores, y
también se ha postulado en el CaP, sin embargo el mecanismo patogénico no se conoce con
exactitud. Inicialmente se pensaba que habfa una diseminacién desde el sistema linfatico a los
nervios, sin embargo, esta idea cambié cuando se evidencié que los canales linfaticos no
penetran en el epineuro. Posteriormente, se presumia que era la vaina nerviosa la que tenfa una
baja resistencia, lo que favorecfa la penetracién tumoral”. Recientemente se ha descubierto
que el proceso de la IPN no es pasivo, sino que ocutre como consecuencia de una relacién

simbidtica entre las células tumorales malignas y el tejido nervioso. El microambiente de los
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nervios aporta una ventaja para la supervivencia de las células prostaticas malignas,
disminuyendo la acividad apoptética y aumentando la actividad proliferativa comparado con el

tejido prostatico normal®.

A pesar de que el proceso patoldgico de la IPN tenga importancia en la progresion del
CaP en la actualidad no ha demostrado implicaciones prondsticas que abalen su utilidad

clinica, por lo que se necesitan mas estudios que expliquen la biologfa de este fenémeno.

7. TRATAMIENTO DEL CANCER DE PROSTATA

El tratamiento del CaP engloba diferentes opciones terapéuticas con una eficacia
oncolégica equivalente, lo que permite individualizar el tratamiento dependiendo de las
caracterfsticas del paciente, la experiencia del cirujano y la disponibilidad de medios del centro
de trabajo.

Las decisiones relativas al tratamiento en cada estadio clinico y grupo de riesgo de CaP
deben basarse en las gufas clinicas al respecto. Ademas, es importante contar con un equipo
multidisciplinar bien coordinado, pues en determinados casos se pueden plantear estrategias

de tratamiento multimodal de inicio, como es el caso de los pacientes con CaP de alto riesgo.

7.1 Tratamiento diferido

7.1.1 Actitud expectante (AE)

También conocido como tratamiento guiado por los sintomas, este término se acuild en
la era previa al cribado mediante PSA y hace referencia al tratamiento conservador del CaP
hasta la aparicién de progresion local o sistémica. Llegado este momento, se trata al paciente
de forma paliativa mediante reseccién transuretral de la préstata (RTUP) u otros
procedimientos para solucionar la obstruccién de orina, asf como con hormonoterapia (HT) o
radioterapia (RT) para el tratamiento paliativo de las metastasis.

Puede recomendarse para pacientes que no asumen los efectos nocivos del tratamiento

activo, particularmente aquellos con un esperanza de vida inferior a 10 afios.
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7.1.2 Vigilancia activa (VA)

También conocido como seguimiento activo, actualmente considerado dentro del
esquema de tratamiento conservador del CaP. Introducido en el dltimo decenio, incluye la
decisién activa de no tratar inmediatamente al paciente sino sometetle a seguimiento con
vigilancia estrecha, asi como de tratarle al alcanzar unos umbrales predefinidos que determinan
la progresion (es decir, tiempo breve de duplicacion del PSA y deterioro de los factores
histopatolégicos en las biopsias de repeticion). En estos casos, las opciones terapéuticas
pretenden ser curativas.

Hoy en dia las gufa clinicas recominedan la VA en aquellos CaP de bajo riesgo, es decir,

estadios T1c-T2a, PSA< 10 ng/mL y gleason de la biopsia < 6*".

El seguimiento se basara en TR, PSA y repeticién de biopsia, sin que existan esquemas
claros al respecto. En aquellos casos en los que haya una progresién del gleason en la biopsia,
se debe recomendar al paciente el tratamiento activo.

A continuacién se muestran las diferencias entre ambas modalidades de tratamiento

diferido (Tabla 5).

Tabla 5: Diferencias entre vigilancia activa y actitud expectante.

Vigilancia Activa

Actitud expectante

Intencién
de tratamiento

Curativa

Paliativa

Seguimiento Esquema predeterminado Especifico para cada paciente

Marcadores TR, PSA, rebiopsia, RM opcional No predefinido

Expectativa > 10 afios < 10 afios

de vida

Objetivos Minimizar toxicidad del tratamiento Minimizar toxicidad del tratamiento
sin disminuir supervivencia

Comentarios Solo para pacientes de bajo riesgo Se puede indicar en todos los estadios
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7.2 Prostatectomia radical

La PR segun las Guias Europeas de Urologia es uno de los estandars de tratamiento en
en CaP de bajo riesgo y riesgo intermedio en pacientes con una esperanza de vida supetior a
los 10 afios™.

Se plantea como tratamiento opcional en el CaP localizado de alto riesgo en el contexto

de un tratamiento multimodal, en el que tras la cirugfa radical normalmente se sigue la RT®.

En los casos con riesgo intermedio y alto se debe asociar una linfadenectomia ampliada.
En el caso de obtener mas de dos ganglios afectos, las recomendaciones son el tratamiento
hormonal tras la cirugia y en el caso de dos o menos nédulos ganglionates afectos se puede

hacer Vigilaﬁcia“.

7.3 Radioterapia

7.3.1 Radioterapia externa

En la actualidad no existen estudios aleatorizados en los que se compare la RT con otras
modalidades de tratamiento como la PR o la VA, por eso siguen vigentes las recomendacines
del National Institute of Health del 1988 que concluyen que la RT obtiene los mismos resultados
en cuanto a supervivencia a largo plazo que la cirugfa®.

Existen diferentes modalidades de RT , y la mas recomendada hoy en dia es la RT
externa de intensidad modulada (IMRT), puesto que consigue altas tasas de eficacia con
menor toxicidad®.

Podemos indicar la RT en aquellos pacientes con CaP localizado, independientemente
del grupo de riesgo. Hay que especificar que en aquellos pacientes de riesgo intermedio se
debe combinar la RT con la hormonoterapia durante 4-6 meses. En caso de pacientes de alto
riesgo y/o CaP localmente avanzado (T3-T4) se recomienda seguir durante 2-3 afios la pauta

de bloqueo hormonal.

7.3.2 Braquiterapia

La braquiterapia es una modalidad de la RT y consiste en la colocacién de fuentes

radioactivas en la gandula prostitica mediante el implantede semillas radioactivas. Dado su
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corto rango de irradiacién emitido, se pueden liberar altas dosis de energifa de forma mas
selectiva, evitando toxicidad en érganos vecinos. Se recomienda de forma opcional para
pacientes con CaP localizado de bajo riesgo, con volimenes prostiticos por debajo de 50 mL

y escasa sintomatologfa miccional, sin RTUP previa®’.

7.4 Hormonoterapia

La hormonoterapia (HT) consiste en el bloqueo hormonal androgénico, el cual puede
llevarse a cabo de diferentes formas. Hoy en dia las maniobras hormonales disponibles son: la
orquiectomia subalbuginea, los agonistas de la hormona liberadora de luteotropina humana
(LHRH), Dietilbestrol (DES)®, antagonistas de la LHRH® y los antiandrégenos™.

TLa HT como tratamiento de inicio no esta recomendada en el CaP localizado. Queda
reservado para pacientes con tumores localizados sintomaticos o asintomaticos, con PSADT
< 12 meses y PSA > 50, con tumores pobremente diferenciados que no desean recibir un
tratamiento con intencién curativa. Si que tiene una indicacién mas clara en el caso de

. LT
pacientes metastasicos :

- Si son sintomaticos: con el objetivo de paliar sintomas y reducir el riesgo de
secuelas derivadas de la enfermedada avanzada (compresion medular, fracturas
patoldgicas, obstruccion uretral, metastasis extradseas)

- En el caso de pacientes metastasicos asintomaticos: para retrasar la progresion a

un estadio sintomatico y evitar complicaciones graves asociadas.

7.5 Otras alternativas

Ademis de PR, 1a RT y la HT existen otras modalidades emergentes de tratamiento patra

el CaP localizado como son los ultrasonidos focalizados de alta intensidad (UFAL)?, la

174

crioterapia” o la terapia focal™®. Han demostrado buen efecto terapéutico en el CaP de bajo

riesgo, sin embargo se necesitan estudios prospectivos randomizados para hacer

. 75.7
recomendaciones al respecto’ ",
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8. SEGUIMIENTO

El seguimiento a realizar va a variar dependiendo de la situacién clinica del paciente,
pues no es lo mismo un seguimiento en un CaP localizado que se ha tratado con intencién
curativa que un CaP metastasico. El PSA y el TR son las dos pruebas que hay que realizar de
forma sistematica en todos los casos y el resto de exploraciones complementarias se deben
individualizar.

Hasta la fecha el unico marcador de seguimiento del que disponemos es el PSA, y es el
que se utiliza para monitorizacién la enfermedad asi como predecir un fracaso en el
tratamiento. Una elevacién del mismo puede implicar una recidiva, conocida como bioquimica

(RBg), que precede a la recidiva clinica (RCI).
8.1 Concepto de recidiva bioquimica

La definicién de RBq es diferente dependiendo de la modalidad terapéutica empleada,

de forma que:

- Tras una PR los valores de PSA deben mantenerse en 0. Dos valores consecutivos
de 0,2 ng/mlL. o mas representan una RBq”.

- Tras la conferencia de la RTOG-ASTRO del 2006 se propuso una nueva
definicién de RBq tras RT, consistente en un aumento de 2 ng/mL por encima
del PSA nadir (PSAn)(valor minimo alcanzado tras el tratamiento)®.

- En el caso de las nuevas terapias en desarrollo como la crioterapia o la UFAIL no

. 2 . 81
existe un consenso claro de cuando se considera RBq™.

8.2 Esquema de seguimiento

En la mayoria de pacientes en los que se produce un fracaso de tratamiento, éste aparece
de forma temprana, es por ello que tras un tratamiento con intencién curativa el seguimiento
inicial, en los primeros afios, debe ser mas estrecho.

Se recomienda realizar una determinaciéon de PSA y TR a los 3,6,12 meses después del
tratamiento, después semestralmente hasta los 3 afios y posteriormente de forma anual. Ante

la sospecha de una RBq o RCl podemos ampliar el estudio con otras pruebas

complementarias®:
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- ETR y biopsia: el objetivo es valorar una recidiva local. Sélo debe realizarse
cuando el resultado de la misma vaya a influir en la decisién terapéutica.

- TC/RM: No tenen cabida en el seguimiento habitual de los pacientes
asintomaticos. Puede utilizarse selectivamente en la evaluacién de la RBq antes de
toma decisiones terapéuticas.

- Gammagrafia 6sea: la finalidad es detectar metastasis 6seas. No se recomienda en
el seguimiento sistematico, sino en aquellos pacientes con sintomas 6seos o con

cifras de PSA elevadas.

En el caso de los pacientes con CaP metastasico que llevan tratamiento hormonal de
forma prolongada, el seguimiento difiere, no sélo por el pronéstico de la enfermedad sino
también por las posibles complicaciones derivadas del tratamiento de deprivacién
androgénica. Se debe realizar, ademas de la determinacién del PSA y el TR, una determinacién
de testosterona, hemoglobima, creatinina sérica y la fosfatasa alcalina. Aquellos pacientes que
estan recibiendo deprivacion androgénica deben tener niveles séricos de castracién de
testosterona. Clasicamente se hablaba de castracién cuando la testosterona estaba por debajo
de 50 ng/dL, sin embargo, con la mejora de la sensibilidad de deteccion de niveles de
testosterona, se acepta que este valor sea 20 ng/dL*. Recientemente, el grupo de Morote
publicé un estudio en el que replanteaban el punto de corte de la testosterona estableciéndolo

en 32 ng/dL®.

Las pruebas de imagen se reservaran para aquellos casos en los que se sospechen
metastasis a distancia.

Inicialmente el seguimiento en el CaP metastasico debe hacerse cada 3-6 meses, y en
aquellos casos de buena respuesta al tratamiento (PSA < 4ng/mlL), podremos establecer un

régimen de visitas semestral.

9. FACTORES PRONOSTICOS CLASICOS EN EL CANCER DE PROSTATA

Los factores prondsticos son aquellas caracterfsticas de una enfermedad que pueden
predecir la evolucién de la misma en un individuo determinado. La alta incidencia del CaP y su
heterogenicidad, hacen importante el establecer el riesgo de progresion y distinguir aquellos

tumores que no van a progresar de aquellos que pueden ser letales.
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Se han considerado diferentes caracteristicas clinicas y patoldgicas como factores
pronésticos en el CaP y los que mas establecidos hasta la fecha son el PSA sérico
pretratamiento, el estadio TNM clinico y patolégico, el grado histolégico de Gleason y los
MQP*. Se han desrrollado nomogramas que incluyen estos parimetros para predecir la RBq

tras PR¥®.

- PSA: El PSA es uno del los factores con mayor potencial pronédstico, tanto el
preoperatorio como el PSA tras tratamiento. En pacientes con BP positiva para
CaP que presentan elevacién de PSA, éste es un factor de riesgo independiente de
EEC, MQP y afectacién glandular®. E1 PSAv y el PSADT también pueden tener un
papel en el prondstico de pacientes tratados con CaP?.

- Gleason Score: Es el factor pronéstico del comportamiento clinico y repuesta al
tatamiento mas fuerte para el CaP. De hecho se ha incorporado a todos los
nomogramas que predicen la supervivencia cincer especifica (SVCaPE) tras PR'.
Los pacientes con Gleason > o igual a 7 tienen un mayor riesgo de EEC, recurrencia
y muerte cancer especifica (MCaPE). Sin embargo, aquellos con Gleason 6 tienen un
bajo riesgo de MCaPE. Ademas, algunos estudios muestran que existen diferencias
en cuanto a pronéstico dentro del Gleason 7 dependiendo de si el patrén principal
es 4 6 3 (4+3 6 3+4), teniendo un riesgo multiplicado por tres de MCaPE en
aquellos casos de Gleason 4+3%.

- Estadio tumoral: La utilidad del estadiaje clinico como parcadot prondstico aumenta
cuando se asocia con PSA y el Gleason'".

- Margenes quirargicos positivos: son un factor de riesgo independiente de RBq. La
descriccién patolégica del mismo es importante puesto que la mayor o menor
extensién del borde afceto también se ha relacionado con el pronéstico®.

- Invasién perineural: la presencia de células tumorales en los nervios, tiene una
relevancia prondstica puesto que es un posible mecanismo de EEC. Numerosos
estudios han evaluado el papel pronéstico de la IPN® en biopsia, encontrando que sf
puede predecir mayor numero de recidivas. Sin embargo, no se ha encontrado
asociacién pronéstica a la IPN de la pieza de PR

- Grupos de riesgo: ademas de los factores de foma individualizada, la combinacién
de éstos representa una herramienta mas potente en cuanto a la prediccion
pronéstica. Cuando los combinamos las caracteristicas patolégicas adquieren mayor

potencia estadistica, y es por ello que hoy en dfa existen clasificaciones de riesgo”, y
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nomogramas* que aglutinan diferentes variables ara establecer el pronéstico de la

enfermedad previa a decidir el tratamiento adecuado.

Son numerosos lo estudios que han salido a la luz en los tdltimos afios que buscan
establecer nuevos marcadores prondsticos a nivel molecular, de forma que puedan ser
incluidos en los nomogramas utilizados hasta ahora. A pesar de que se han hallado datos

esperanzadores, todavia es necesario més tiempo para que estén al alcance la practica clinica’™

98

10. CANCER DE PROSTATA RESISTENTE A LA CASTRACION (CPRC)

El CPRC se define actualmente como aquel CaP que presenta:

- Tres elevaciones consecutivas de PSA, separadas por al menos una semana, con dos
incrementos del 50% sobre el nadir y siempre que este incremento de lugar a un
PSA mayor de 2 ng/ml.

- Niveles de testosterona de castracion.

- Progresién de lesiones 6seas = 2 en gammagrafia 6sea o progresion de lesiones de
tejidos blandos segun los criterios RECIST (Response evaluation criferia in solid tumors)

(Anexo 1).

A pesar de que el tratamiento de deprivacion androgénica inicialmente es una opcion
terapéutica efectiva, en la evolucion de la enfermedad puede desembocar en un estadio de
resistencia a la castracion, como consecuencia de una treactivacion aberrante del RA.
Adicionalmente, se ha observado en diferentes estudios que también intervienen otras
moléculas, como los factores de transcripcién, oncogenes y los supresores tumorales que

pueden perturbar y llevar a el incio de la progresion tumoral y a la enfermedad incurable.

Todavia no se sabe con certeza las vias que llevan al CPRC, siendo las mas estudiadas
aquellas en las que se ve implicado el RA. Sin embargo, se han sugerido diferentes
mecanismos independientes al RA por los cuales las células tumorales se adaptan al ambiente

hostil que la deprivacién androgénica supone para ellas.

Hoy en dia existen diferentes opciones terapéuticas para los pacientes que entran en

CPRC, entre los que se encuentran:
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- Acetato de Abiraterona: bloquea el complejo Citocromo p450 (CYP17) inhibiendo
la produccion de andrégenos a todos los niveles (testicular, suprarrenal e
intratumoral). Aprobado su uso en la actualidad para el trtamiento de CPRC pre y
postquimioterapia”.

- Enzalutamida: es un inhibidor potente de la sefalizaciéon de los receptores
androgénicosque bloquea los tres pasos fundamentales en la via de sefializacién de
los RA. Inhibe de manera competitiva la unién de los andrégenos al RA, la
translocaciéon nuclear de los receptores activados e inhibe la asociacién del RA con
el ADN, incluso en situacién de sobreexpresion de RA.

- Quimioterapia: Docetaxel o Cabacitaxel

- Nuevos firmacos, todavia en estudio:

O Inhibidores de la sintesis de andrégenos: Oretronel (TAK 700)

Antiangiogénicos: Tasquinimod, Cabozantinib

Inhibidores de la respuesta al estrés: Custirsen (OGX-011)

Inmunoterapia: Sipuleucel T, PROSTVAC

Radiofarmacos: Cloruro de radio-223 (Alpharadin)

O O O O

11. NUEVOS MARCADORES EN CANCER DE PROSTATA

El diagnéstico del CaP se basa hoy en dfa en el examen histopatoldgico de la BP, un
procedimiento invasivo y no exento de morbilidad. La seleccién de pacientes que deben ir a
biopsia sigue dependiendo del valor de PSA y del TR. De hecho, el PSA es el dnico
biomarcador para cancer de prostata utilizado en la practica clinica habitual. Ademas, el PSA
es un marcador con baja especificidad, lo que lleva a un elevado nimero de biopsias negativas.

El amplio uso del PSA en las dltimas décadas ha llevado al diagnéstico de tumores
prostaticos clinicamente insignificantes, y como resultado, a un sobretratamiento de estos
tumores. Es por ello que surge la necesidad de identificar nuevas herramientas que puedan
ayudarnos a diferenciar entre tumores indolentes de aquellos que son clinicamente
significantes.

La tendencia actual es la busqueda de marcadores moleculates, y en este campo ha
habido numerosos progresos en los ultimos afios, con novedades como el gen del antigeno 3
(PCA3), el 2-pro-PSA, los factores de crecimiento, técnicas de inmunohistoquimica, las células

circulantes, los genes de fusion, la epigenética, los perfiles proteémicos o los microARNs'”.
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Dado que el CaP es una entidad muy heterogénea, ninguna hasta la fecha ha conseguido
por si sola aportar suficiente rendimiento, de forma que lo ideal serfa poder establecer una
baterfa de multiples marcadores que permitiera definir el perfil oncolégico de cada paciente,
sirviendo como herramienta para toma de decisiones terapéuticas, aportando informacién
sobre el pronéstico y utilizindose como método de monitorizacion tras el diagnéstico de CaP.

Algunos de estos marcadores ya se utilizan en la actualidad, pero todavia no estin
incluidos en las guifas clinicas. En el presente estudio vamos a profundizar en nuestros
resultados relativos a los genes de fusién, las técnicas de inmunohistoquimia asi como los

marcadores epigenéticos.

11.1 Marcadores inmunohistoquimicos en el cincer de prostata

La inmunohistoquimia puede resultar un método de diagndstico complementario del
CaP. Actualmente ya se utilizan en la practica habitual del laboratorio de anatomia patolégica
algunos anticuerpos para el estudio de focos limitados de carcinoma de préstata, como
algunas citoqueratinas, el P63 y la a-metil-acilcoA racemasa'”.

Se estin estudiando otros marcadores inmunohistoquimicos relacionados con la
proliferacién celular y la apoptosis en el CaP, que también pudieran tener implicacién en la
etiopatogenia de la neoplasia prostatica.

El disponer un kit de marcadores de inmunoshistoquimia puede contribuir a las mejoras

en el diagnostico y descripcion del perfil del paciente con CaP.

11.1.1 Fosfatasa 4cida prostatica

La FAP humana es una glicoproteina de 100 kDa que es sintetizada por las células
epiteliales de la glandula prostatica. Como su nombre indica la FAP muestra una actividad
fosfatasa en condiciones de acidez (pH entre 4-6). La actividad enzimatica de esta proteina
ocurre cuando la FAP forma un homodimero tras la unién de dos subunidades cataliticas
inactivas de 50 kDa. Su funcién es defosforilar macromoléculas y se cree que puede tener un
papel regulador del crecimiento celular prostatico, sin embargo, no se conoce con detalle el

. 2 102
mecanismo molecular por el que actda'”.
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Se ha observado que no sélo la prostata expresa FAP, sino que también podemos
encontratla en otros tejidos tales como la mama tumoral, las glandulas salivares, el ovatio,
péncreas, colon y piel'”.

En humanos la FAP es una de las proteinas que se secretan en mayor cantidad por el
epitelio prostatico a pattir de la pubertad. Sus niveles se encuentran cercanos a 0,5 mg/ por
gramo de tejido prostatico y 1 mg/mlL. en el liquido seminal'®. En individuos sanos los niveles
séricos se encuentran entre 1-3 ng/mL, mientras que en pacientes con CaP y mds si es
metastatico, son més elevados'™. A pesar de que los niveles séricos de FAP pueden aumentar
en la prostata tumoral, los niveles intracelulares y la actividad de esta proteina estin
disminuidos en las células cancerosas. Esta discrepancia se explica porque existen dos formas
de FAP en las células epiteliales prostaticas: la forma celular (FAPc) y la forma sérica (FAPs).
Ambas difieren en sus propiedades bioquimicas, como la hidrofobicidad, puntos de
isoelectricidad y patrones de glicosilacién. La disminucién en las células tumorales prostaticas
es debida a una hiperfosforilacién de HER-2 en los residuos de tirosina y una activacién de la
via ERK/MAPK (extracelular signal-reguated kinase/mitogen activated protein kinase), que
puede llevar al crecimiento celular en condiciones de independencia androgénica y al
desarrollo tumoral'”.

Los niveles séricos de FAP aumentan de forma proporcional a la progresion del cancer
de prostata, de hecho, previo a la era del PSA, la FAP se utilizaba como marcador en el CaP.
Posteriormente, el PSA desplazé a la FAP por su mayor especificidad y capacidad de
deteccién precoz del CaP'™. Hoy en dia hay un interés renovado en esta enzima por su posible
utilidad pronéstica y por su éxito en la inmunoterapia para el CaP.

Diferentes trabajos han identificado la FAP como una factor pronéstico para aquellos
pacientes con un CaP de riesgo intermedio o alto. Es especialmente atil en predecir la
recurrencia a distancia en los pacientes de alto riesgo'’.

Ademis, la especificidad de la expresién de FAP en la préstata, aunque no es absoluta,
hace que se pueda utilizar como vacuna en el CaP. Recientemente se ha aprobado el uso del
Sipuleucel-T, el cual tiene como diana la FAP. Ha demostrado un aumento de la supervivencia
en pacientes con CPRC metastatico minimamente sintomaticos o asintomaticos con escasa

inmunotoxicidad"®.
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11.1.2 PSA

El antigeno prostatico especifico es uno de los marcadores prostaticos por excelencia, ya
que se expresa selectivamente en el epitelio acinar y ductal prostatico. Tiene escasa utilidad en
el diagnéstico inmunohistoquimico de forma rutinaria, utilizindose en aquellos casos en los
que morfolégicamente pueden existir dudas respecto al origen prostatico. Por ejemplo, puede
solicitarse en aquellos casos en los que queramos establecer el origen prostatico de una
metastasis ~ por  adenocarcinoma. También  podemos utilizar el  diagnéstico
inmunohistoquimico del PSA cuando queremos diferenciar el epitelio de las vesiculas
seminales del prostatico en las muestras de BP. También en aquellos casos en lo que no
sepamos con seguridad si se trata de un tumor de origen prostatico, de recto, urotelial, un
adenoma mesonéfrico, etc'”. Sin embargo, hay que tener en cuenta que las muestras de CaP
pobremente diferenciado resultan negativos para PSA en el 27% de los caso. Por otra parte,
no se ha observado correlacion entre la intensidad de inmunotincion y distribucién de PSA

con el grado de diferenciacién histolégica ni con la respuesta al tratamiento'™.

11.1.3 Racemasa (P504S)

Uno de los marcadores mas utilizados en la practica habitual por el uropatélogo y que
ha representado un avance en el diagnéstico anatomopatolégico del CaP ha sido el a-
Methylacyl Coa Racemasa (AMACR o P504S). La proteina P504S fue descrita originalmente
en células hepaticas humanas localizada en peroxisomas y mitocondrias. Esta proteina juega
un papel basico en la beta-oxidacién de las cadenas ramificadas de acidos grasos, catalizando la

conversién de (2R)a-methyl acyl CoAs cadena ramificada grasa hacia sus (S) esteroisémeros'".

Xu y cols. en el afio 2000 y utilizando analisis de microarrays de ADNc en prostata
identificaron tres protefnas: P503S, P504S y P510S' Estudios posteriores usando microarrays
de ADNec, Nothern blott y qPCR demostraron que la proteina P503 se expresaba en
adenocarcinoma y tejido prostitico benigno, en contraste con la proteina P504S que
selectivamente se sobreexpresaba en el CaP con minima o ninguna expresién en tejido normal
o hiperplasico'”.

Mediante técnicas de inmunohistoquimica y utilizando un anticuerpo monoclonal contra

la proteina AMACR, se observé una alta expresién difusa en mas del 75% de glandulas
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prostaticas malignas y una ausencia de expresién en tejido prostitico benigno de la zona
periférica y de hiperplasia glandular de la zona transicional'™*. Estos resultados han sido
ratificados por otros estudios en los que utilizando un anticuerpo policlonal para AMACR en
BP obtienen una alta expresion en el CaP, independiente del grado histolégico de Gleason,
con una sensibilidad del 82-100% y una especificidad del 79-100%. En estos trabajos, se ha
observado que en mas del 95% de biopsias con CaP existe una intensa inmunoexpresion para
AMACR en contraposicién con una leve inmunoexpresiéon en menos del 4% de tejidos

115-116 . .
7% Otros autores también han observado una intensa

histol6gicamente benignos
inmunoexpresiéon de AMACR en los adenocarcinomas incidentales de zona transicional en

muestras procedentes de material de RTU o de piezas de adenomectomfas por HBP'".

En algunas variantes poco frecuentes como el adenocarcinoma pseudohiperplasico, el
adenocarcinoma atréfico y el adenocarcinoma espumoso (0 foamy cell carcinoma) se ha
observado asimismo inmunoexpresion para AMACR en el 62 a 77% de los casos. Por ultimo,
en los menos frecuentes adenocarcinomas ductales también se ha detectado inmunoexpresién

para P504S, en el 100% de los casos''®,

En los cortes histolégicos la inmunoexpresion para AMACR en las glandulas
neoplasicas es de tipo granular e intenso citoplasmatico, con un caractetistico refuerzo apical.
Este tipo de expresion es facilmente detectable a bajo aumento (menos de 100X) y tipico en
las glandulas neoplasicas, y no en glandulas benignas que raramente presentan expresion. En
estos infrecuentes casos la inmunotincion suele ser focal, leve y sin refuerzo circunferencial en
epitelios y ausente en estroma periglandular prostatico. En el caso del HGPIN se ha
demostrado una inmnunotincién moderada a intensa para AMACR en mas del 64% de

119
casos .

El punto mas interesante para el uropatdlogo es la aplicacién de este marcador en el
diagnéstico de minimos focos de adenocarcinoma prostatico (adenocarcinoma de menos de
1mm. o afectacién de <5% en un solo cilindro de la biopsia) y en los ASAP'. Asi, diferentes
trabajos al respecto con series amplias de pacientes han demostrado una sensibilidad para
AMACR del 88% en minimos focos de adenocarcinoma afectando < 5% solo en uno de los

cilindros'*'%,

La inmunohistoquimica con P540S también parece ser una herramienta tutil en la

identificacién de nidos tumorales residuales post-tratamiento anti-androgénico ya que las
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glandulas benignas con atipia reactiva no observan sobreexpresion para esta proteina''*'> . Por
otra parte, el tratamiento radioteripico no parece tener tampoco impacto sobre la
inmunoexpresion de AMACR ya que en nidos neoplasicos residuales, con morfologia

dificultosa tras tratamiento, se sigue observando sobreexpresion para P504S'%,

Actualmente existe para P504S o AMACR un anticuerpo policlonal ya comercializado y
ampliamente introducido en los laboratorios de anatomia patolégica para la practica

uropatoldgica diaria, siendo extremadamente util en los casos dudosos.

11.1.4 Receptor androgénico

Los andrégenos son esenciales para el crecimiento y desarrollo prostitico. Desde que

126

Huggings y colaboradores = establecieran la dependencia androgénica del CaP, la terapia de
ablacién (en sus diferentes modalidades) ha sido uno de los pilares mas importantes en el
tratamiento de esta enfermedad. Sin embargo, sabemos que la respuesta a este tratamiento no
es indefinida, sino que con el tiempo muchos de estos tumores pasan a ser
hormonoresistentes. Este fenémeno podria explicarse por la presencia de clones celulares
insensibles a la accién androgénica, y que seguirfan proliferando sin control a pesar del
tratamiento, o por la alteracion del receptor de andrégenos (RA)'.

El gen que codifica el RA se encuentra localizado en el cromosoma X en la posiciéon
Xq11-12"*. Dicho gen codifica una proteina de 919 aminoacidos y un peso molecular de 98
kDa perteneciente a la superfamilia de receptores esteroideos de localizacién nuclear™™ y que
se compone de tres dominios: un dominio de activacién transcripcional, otro de unién al
ADN y otro de unién a andrégenos situado en la porciéon C-terminal. Su activaciéon provocara

. ., -~ 130
la trascripcién de los genes regulados por los andrégenos'™.

El RA facilita la regulacion de genes implicados en la proliferacion y diferenciacion
prostatica. Mutaciones que sean capaces de alterar su estructura, funcién y regulacién pueden
favorecer el crecimiento de subpoblaciones celulares dentro del tumor capaces de proliferar

incluso en un medio privado de andrégenos'.

El RA se encuentra presente en el CaP tanto primario como metastisico
. . . , L 132133
independientemente del grado o estadio, asi como en los tumores hormonorefractarios .

Su activacién en las células prostiticas normales y neopldsicas promueve fenémenos de
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proliferacién y angiogénesis complejos, implicados en la progresion del tumor vy

eventualmente en el desarrollo de la independencia hormonal.

En resumen, los andrégenos actuando a través del RA, estin implicados en la
carcinogénesis prostatica, comportindose como promotores de la proliferacién celular

tumoral.

11.1.5 ERG

La proteina ERG es el producto de la fusién entre el gen TMPRSS2 y ERG como se
detallard mas adelante, el cual es el reordenamiento génico mas prevante en el CaP, con una

frecuencia aproximada del 50%'*

. El resultado de esta fusién es la sobreexpresion de un
producto proteico ERG truncado, el cual aparece en el 60-70% de los pacientes con CaP'”. La
prevalencia de la sobreexpresiéon de ERG ha llevado al desarrollo de técnicas de deteccion de
esta proteina, de forma que resulte mas sencillo que las utilizadas hasta ahora, como la PCR o
el FISH. Hoy en dia se dispone de un anticuerpo monoclonal especifico ya comercializado
frente a esta proteina de fusién que permite la deteccién de ERG. Los diferentes estudios al
respecto muestran que existe un buena concordancia entre la expresioén proteica de ERG con
el reordenamiento genético en el CaP, de ahf la utilidad de este método en el diagnéstico de la

. . 136-1
presencia de la fusién 36-139,

11.1.6 Beta-catenina

La B-catenina es una proteina de funcion dual, actda por una parte regulando la adhesion
celular y por otra parte interfiere en la transcripcion de genes, actuando como un transductor

de sefal intracelular en la via de sefializacion de Wnt (Figura 3).

La via Wnt necesita a la B-catenina para llevar a cabo su funcién en el interior del nicleo
afectando a la expresion génica. La via de sefializacion Wnt-B-catenina juega un papel decisivo
en los procesos de regulacion, diferenciacion, proliferacién y muerte celular, por lo que es
facil entender que su alteracién afecte numerosas anormalidades del desarrollo, crecimiento y
homeostasis. El sistema Wnt se une a unos receptores de membrana de la familia Frigzled

(FRz) y LRP. La activacién de sefales iniciadas por Wnt conduce a la inactivacién de GSK3B,

32



INTRODUCCION

el complejo B-catenina no se fosforila y la B-catenina se acumula en el citosol migrando al
nucleo, donde se une a factores de transcripcién para regular la expresion génica.

Esta sefial en el nucleo esta implicada en la regulacién del destino celular durante el
desarrollo embrionatio, y una incorrecta activacion de la transcripcion de la B-catenina puede
contribuir a la progresiéon del cancer, causando incremento en la proliferacion. Esta
desregulacion en las sefiales mediadas por Wnt pueden estar implicadas en la formacién de

tumores.

Ausencia de ligando Presencia de ligando
Frizzled

Dsh m

i

|
Fosforilacion y degradacmn

Grétieho)— -catenlna
lTCF“ q-cﬁ.
\ No expresidn gémca ., Expresién génica activad

Figura 3: Via sefializaciéon Wnt.

CKla

Se han observado niveles elevados de PB-catenina en diferentes neoplasias, como el
carcinoma de células basales, el carcinoma de cabeza y cuello de células escamosas, el cancer
colorrectal, pilomatrixoma, el meduloblastoma, el cancer de ovario y CaP.

La sefalizacion de la B-catenina a nivel nuclear ha sido ampliamente implicada como un
oncogen y en el caso del CaP se cree que la sobreexpresion de esta proteina es causada por el
exceso de sefializacion de Wnt'*’, estando relacionada con la sefializacién de multiples vias,

formando parte en muchas de ellas el receptor androgénico'!
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11.1.7 PSMA

El PSMA es una glicoproteina transmembrana tipo 2 que se expresa de forma
predominante en el epitelio prostatico. Se ha observado una elevacién significatva de este
marcador en los paciente con CaP, particularmente en aquellos casos mas indiferenciados,
metastasicos y resistentes a la castracién'®. Multiples estudios sugieren que el PSMA se
correlaciona bien con el Gleason y el estadio de la enfermedad, asi como que es un matrcador
que puede utilizarse para la monitorizacién de la progresiéon de la enfermedad tras el
tratamiento'*'*. E1 PSMA también se ha mostrado como un marcador prometedor por su
sensibilidad a la hora de detectar micrometastasis en nédulos ganglionares que no son
detectables por microscopia'”’. El PSMA también se ha utilizado para realizacion de
escintigraffas, localizando las células cancerigenas del tumor prostitico marcando el PSMA
con un anticuerpo monoclonal marcado con Indio'"."* Se ha utilizado para evaluar metastasis
en tejidos blandos de forma preoperatoria en pacientes con diagnéstico de CaP de alto riesgo.
Podrfa ser un marcador de utilidad para la evaluacién de recurrencia bioquimica tras

tratamiento local.

11.1.8 p53

El gen p53 es un gen supresor que se encuentra en el brazo corto del cromosoma 17.
Codifica una proteina nuclear de 53 kDa. La funcién de p53 en condiciones normales es la de
regulacién del ciclo celular ante un dafio del ADN. En estos casos, la proteina p53 se acumula
en el nicleo y es capaz de detener el ciclo celular antes de que se duplique el ADN e iniciar asf
su reparacion. Ademas, la p53 induce la sintesis de proteinas inhibidoras de los complejos
ciclina-CDKs, bloqueando el ciclo celular. Si se repara la lesion, el ciclo continda, pero si no se
repara, se induce la apoptosis de la célula mediante la expresiéon de genes como bax. La
alteracién de la proteina p53 produce inestabilidad genémica, siendo las células incapaces de
evitar la proliferacion o activar la apoptosis cuando estd comprometida la integridad del ADN,
de manera que son capaces de acumular mutaciones que pueden llevar a la carcinogénesis'®.

Las mutaciones del p53 aparecen en aproximadamente la mitad de los tumores y son
fundamentalmente debidas a mutaciones por sustitucién, de manera que se cambia un

aminoacido por otro. Se ha observado que las mutaciones del gen p53 y su acimulo se asocian
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con fenotipos mas agresivos en muchos canceres, incluyendo el de mama, pulmén y
colorectal™.

La pérdida de funcién de p53 también puede ser debida a delecciones como ocurre en
los sarcomas, o bien por inactivacién de la proteina como observamos en el carcinoma de
cérvix, donde los virus del papiloma humano (VPH) 16 y 18 producen la proteina E6, que
promueve la protedlisis de p53, perdiéndose la funcién de la misma'".

En el caso del CaP, diferentes estudios han mostrado una asociacion entre el acumulo
nuclear de p53 y una pobre diferenciacién, progresién, metastasis y crecimiento andrégeno
independiente®*'®. Se considera una expresién anémala cuando hay > o= 20% de tincién
nuclear™.

En un estudio en el que se incluyen pacientes con CaP localmente avanzado se encontré
una asociacién entre el p53 y la progresién metastasica y la MCaPE™. En otro trabajo mas
reciente, en el que se inclufan pacientes con CaP localizado también la expresion de p53 era un
factor asociado a la MCaPE'>,

También se ha utilizado el p53 para el tratamiento del cincer, mediante terapia génica.
Lo que se pretende con este tratamiento es la restauracién de la funcién del p53 en los
tumores que presentan alteracion del mismo. En estos casos el objetivo es detener el
crecimiento tumoral mediante la induccién de una apotosis masiva'™.

Estudios in vitro e in vivo han mostrado que la restauracién del p53 en el CaP con
vectores adenovirales puede aumentar la radiosensibilidad”’. Hay estudios que muestran que
aquellos pacientes con CaP y acumulacién de p53 a los que se les indica RT tienen una mayor
riesgo de recidiva bioquimica'®.

No obstante son necesarios mas estudios para determinar el valor pronéstico del p53,
asf como establecer la relacion existente entre el estatus del p53, la deprivacién androgénica y

la RT.

11.1.9 Topoisomerasa-1la.

La topoisomerasa-Ilo. o girasa es un heterodimero (dos mondmeros diferentes),
codificada por los genes gyrA y gyrB. Es una enzima involucrada en la replicacién,

transcripcion, recombinacién del ADN y remodelacién de la cromatina'™

. Es capaz de cortar
las dos hebras de ADN, uniéndose por una subunidad catalitica a los enlaces 5P. La
topoisomerasa-Ila acepta ADN supetrenrollado positiva y negativamente y relajado. Actda de

manera conjunta para mantener el nivel adecuado de superenrollamiento para que se lleven a
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cabo los procesos biologicos. Por su importante papel en la sintesis y transcripcion del ADN y
también se ha implicado en gran variedad de canceres en humanos'®.

La expresion elevada de topoisomerasa-Ila. se ha relacionado con la recurrencia o
progresion del CaP, correlacionandose con el Gleason, la metastasis y un peor pronéstico. De

. s 161
esta manera se postula como un posible marcador pronéstico en el CaP ™.

11.1.10 E- cadherina

Las cadherinas son una familia multigénica de glicoproteinas de adhesién que
proporcionan el mantenimiento de las uniones célula-célula y participan como mediadores en
la migracién celular'®.

La pérdida de expresion de estas moléculas se ha asociado al fenotipo invasivo tumoral
precisamente por su papel en la adhesion celular'®, siendo consideradas en la actualidad como
moléculas supresoras de la invasién'®,

Dentro de esta familia destaca la E-Cadherina, una molécula de adhesion calcio-
dependiente encargada del mantenimiento de la capa epitelial de los tejidos. A medida que un
tumor adquiere capacidad para invadir, progresar y metastatizar, la expresion de E-Cadherina

'2[] Para que se de la metistasis se requiere la pérdida de la adhesién celular, y

se va perdiendo
aqui es donde intetfiere la E-cadherina, haciendo que las células tengan capacidad migratoria.
Se ha observado asociaciéon entre la pérdida de su expresién y grados indiferenciados y
estadios avanzados de CaP, por lo que puede ser otro marcador clave en prondstico del

CaPl()SAl()()

11.2 Gen de fusion TMPRSS2-ETS

11.2.1 Mecanismos moleculares del cincer

En los dltimos afios se ha producido un gran incremento de los conocimientos
relacionados con las bases moleculares de las neoplasias humanas, a lo que ha contribuido
fundamentalmente el desarrollo de la biologfa celular y molecular. Con el descubrimiento del
cromosoma Filadelfia (Ph), en la década de los 60 llevado a cabo por Nowell y Hungerford en
la leucemia mieloide crénica, se demostré por primera vez la existencia de una alteracién

9

- . . 167 .
cromosémica especifica en un proceso maligno humano . Posteriormente, el desarrollo de
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las técnicas citogenéticas facilité la ampliacién de las investigaciones en las neoplasias malignas
y permitié la identificacién de otras alteraciones cromosémicas vinculadas a determinados
tumores'*.

En un principio se pensaba que estas alteraciones cromosémicas eran mas bien
consecuencia del proceso oncogénico y no la causa. Sin embargo, este criterio cambid
completamente, cuando mediante las técnicas de biologia molecular se puso en evidencia la
existencia de genes especificos implicados en las alteraciones cromosémicas presentes en gran
cantidad de tumores. Asi, hoy en dia sabemos que la transformacién neoplasica de una célula
constituye un proceso complejo en el que diferentes alteraciones genéticas hacen que dicha
célula escape al control fisiolégico de regeneracién celular. Esta transformacién obedece
fundamentalmente a la activacién de oncogenes o a la inactivaciéon de genes supresores

tumorales.

11.2.2 Estructura del gen

Un gen es una secuencia lineal de nucle6tidos de ADN o ARN esencial para una
funcién especifica en el desatrollo o en el mantenimiento de una funcién fisiolégica normal.
Esta constituido por diferentes elementos'® "™
- Gen estructural: formado por secuencias que se expresan y se llaman exones y otras

intercaladas entre ellas que son los intrones. La secuencia de base de los exones determina
la secuencia de los aminoacidos de la cadena peptidica codificada por el gen. Los intrones
no participan en la composicién del producto proteico, ya que se eliminan durante el
proceso de empalme que se efectia para la estructuraciéon del acido ribonucleico
mensajero (ARNm).

- Regién promotora: Se sitia inmediatamente por delante del gen estructural y esta
constituida por secuencias esenciales para la iniciacién precisa y eficiente de la
transcripcién, mecanismo que puede ser regulado por factores de transcripcion.

- Secuencias intensificadoras: se pueden localizar en ambos lados del gen, a distancias
variables, aunque generalmente alejadas. También se pueden ubicar en los intrones dentro
del gen. Estas secuencias pueden estimular la expresion del gen después de su unidén con
factores de transctipcion.

- Secuencias silenciadoras o represoras: tienen una funcién opuesta a la intensificadora.

Cuando a ella se une el factor de transcripcién apropiado, se inhibe la expresién del gen
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bajo su control.

11.2.3 Concepto de proto-oncogén y oncogén

Los proto-ooncogenes son genes que regulan el crecimiento y diferenciacién celular. Sus
proteinas se expresan en diferentes momentos del ciclo y son imprescindibles para su
regulacién. Determinados cambios estructurales y/o funcionales en los proto-oncogenes
contribuyen a la malignizacién de la estirpe celular, convirtiéndolos en oncogenes. Estos
oncogenes originarin proteinas con expresion/funcién alterada que favorecerin el
crecimiento y/o la invasividad tumoral.

La activacién de proto-oncogén a oncogén puede producirse por diferentes
mecanismos:

- Translocacién: cuando una parte de un cromosoma se liga a otro. Esto da lugar a

una alteracion en la transcripcién del ADN.

- Mutaciones puntuales: sustitucién de un par de bases (bp) por otro par en una
secuencia de ADN, por ejemplo G:C por A:T.

- Amplificacién: las células eucariotas estin formadas por un genoma diploide, es
decir, tienen dos copias de cada gen. En determinadas circunstancias una de las
copias puede multiplicarse miles de veces, aumentando su tasa de expresién, dando
lugar a la amplificacién del gen. Es uno de los mecanismos mds frecuentemente
implicados en la carcinogénesis.

- Mutagénesis por insercién: producida por la insercién del ADN de un virus en el

genoma del huésped.

11.2.4 Genes supresores tumorales

Los genes supresores tumorales, en condiciones normales, controlan el ciclo celular
evitando el crecimiento excesivo y con ello inhibiendo el crecimiento celular. Cuando se
produce una mutacién en estos genes, sus proteinas no se expresan o dan lugar a proteinas no
funcionales, favoreciendo la aparicién del proceso de carcinogénesis, ya que no existe un
control de la proliferacién celular. Este es un mecanismo recesivo, es decir, que para que estos
genes supresores adquieran su capacidad oncogénica, necesitan sufrir mutaciones
independientes en ambos alelos. Los mecanismos por los cuales se puede alterar la expresion

de los genes supresores son similares a los descritos para los proto-oncogenes. Son
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numerosos los genes supresores estudiados, entre los mas conocidos tenemos p53,

retinoblastoma (RB), DCC, MCC, APC, NF1, NF2 y WT-1.

11.2.5 Transmisién de la informacién génica

Los factores de transcripciéon son proteinas que coordinan y regulan la expresion de un
gen o de un grupo de genes. Para que se lleve a cabo la transcripcién génica de forma correcta
es fundamental que estos factores actuen de forma bien estructurada y coordinada. En
muchos casos regulan su propia expresion y también es frecuente que regulen a otros factores
de transcripcion. Los factores de transcripcion tienen diferentes funciones:

- Interaccionan con regiones especificas del ADN

- Con elementos de la transcripcion (como la ARN polimerasa)

- Con otros factores de transcripcién

- Con moléculas que activan o inhiben su actividad

- Conectan los estimulos externos e internos con las respuestas biolégicas actuando

como transductores de sefiales.

El conjunto de los factores de transcripcion de una célula dibuja una red transcripcional
cuyas conexiones determinan el conjunto de genes que se expresan en un determinado
momento (transcriptoma). Una alteracion en cualquiera de los genes implicados en esta red de
sefiales puede contribuir a la transformacién neoplasica'”. De hecho, es en estas categorias de

genes donde englobamos a los oncogenes (Tabla 6).
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Tabla 6: Clasificacién oncogenes segin su participacion en el sistema de informacién celular.

Factores de crecimiento

SIS, HST, INT-1, INT-2, FGF-s

Tirosinquinasas

Receptores de la membrana celular:

ERB B1, ERB B2 (NEU), FMS, KIT (locus W), RET, MET, TRK, ROS, SEA
Proteinas celulares asociadas a la membrana:

ICK, SRC, FGR, YES, ABL, FES

Proteinas G

H-RAS, K-RAS, N-RAS, GSP, GIP

Serin/treoninquinasas citoplasmaticas

MOS, RAF/MIL, PIM1, COT

Proteinas nucleares (factores de transcripcion)

ERB-A, JUN, FOS, MYB, MYC, RARA, TAL-1, E2A, LYL-1, PBX, HOX 11,
RBTN1, RBTN2, EVI-1, REL, VAV, ETS, SKI

11.2.6 Genes de fusién

Los genes de fusiéon son un tipo de oncogenes que han cobrado relevancia en las dltimas
décadas. Originalmente se asociaron con canceres hematolégicos como la leucemia y linfomas,
aunque recientemente, con los avances en bioinformatica, se ha encontrado también su amplia
asociacién con tumores sélidos como los satcomas, carcinomas y tumores del sistema
nervioso central. Los genes de fusién tienen un papel prometedor pues por su expresion
especifica pueden ser dianas terapéuticas. Por lo tanto, el descubrimiento y elucidacién de
estos genes puede proporcionar avances no solo en el diagnéstico sino también en el

tratamiento.

El desarrollo de los genes de fusién viene dado por un reordenamiento cromosémico,
. 72-17.
el cual se puede llevar a cabo por dos mecanismos'™*'”:
- Un primer mecanismo consiste en una translocacién reciproca, en la cual existen dos

puntos de ruptura muy precisos. Uno de estos puntos de ruptura se sitda en el lugar
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de un proto-oncogén que se desregula y hace que se transforme en oncogén. El
nuevo segmento creado es un gen de fusién que produce una proteina de fusion
(por ejemplo la fusién de los genes BCR-ABL en la t(9;22) de la leucemia mieloide
cronica).

- Un segundo mecanismo se explica porque tras el reordenamiento cromosémico el
proto-oncogén de un cromosoma se desregula por su proximidad a una secuencia
reguladora de otro gen en el segundo cromosoma. En este caso el proto-oncogén
convertido en oncogén mantiene la estructura proteica normal pero se produce

anormalmente (por ejemplo MYC an la t(8;14) en el linfoma de Burkitt).

Se ha demostrado que en pacientes con enfermedades neoplasicas existen
frecuentemente reordenamientos cromosémicos especificos. En el caso de los tumores de
estirpe epitelial (los carcinomas) no empezaron a estudiarse hasta que Tomlins SA™™ en 2005
identificara la fusién entre el gen de la serin proteasa transmembrana dos (TMPRSS-2) y genes
de la familia de factores de trancripcciéon ETS como fenémeno recurrente en el CaP. A
diferencia de las neoplasias hematolégicas, los carcinomas no presentan estos reordenamientos
de forma tan constante y especifica, sino que presentan petrfiles cariotipicos mas cadticos, lo
que dificulta su estudio y estandarizacién. Es por esta dificultad en su estudio por lo que ha
sido necesario el desarrollo tecnoldgico, el cual se ha dado por medio de la aparcién de
sistemas de estudio masivo en el que se pueden incluir muestras mayores y la capacidad de
realizar analisis simultineo de un subconjunto de genes (y asi identificar patrones de

comportamiento gendémicos).

Una de las tecnologias de generacién masiva de datos de expresién mas utilizadas hoy en
dia es la creacién de matrices tisulares (wicroarrays). Estos ofrecen la posibilidad de estudiar a la
vez, el comportamiento de una gran cantidad de genes bajo una serie de condiciones
experimentales'”®, asf como genomas enteros que pueden almacenarse en un mismo biochip.
Esta enorme base de datos de expresién puede aportar informacién 1til, como saber qué
genes se sobreexpresan, o qué patrones de comportamiento comun existen entre las distintas
agrupaciones de genes en la matriz. Para llegar a responder a estas preguntas, se requieren
técnicas de estadistica descriptiva y técnicas de minerfa de datos (técnica informatica). Gracias
a estos avances, se ha conseguido indentificar genes de fusién en subconjuntos de casos que

ha facilitado la comprension de los transcriptomas celulares, lo que ha supuesto un gran
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avance en este campo

11.2.7  Gen de fusiéon TMPRSS2-ETS

11.2.7.1 TMPRSS2

El gen TMPRSS?2 tiene una longitud de unas 43.59 kb y se localiza en el cromosoma 21,

en la regién q22.3, conteniendo 14 exones (Figura 4).
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Figura 4: Localizacién del gen TMPRSS2 en el cromosoma 21.

Codifica la proteina TMPRSS2 de 70 KDa y 492 aminoacidos, que pertenece a la familia
de las serin proteasas, las cuales se expresan en la superficie celular’™'”. Esta proteina tiene
actividad como receptor y consta de cuatro dominios (Figura 5): un dominio transmembrana
tipo II, un dominio de clase A del receptor LDL (LDLRA), un dominio receptor-scavenger tico
en cisteina (SRCR) y un dominio serin-proteasa. Al tener dominios intra y extracelulares, la
TMPRSS2 puede trabajar como receptor para ligandos especificos mediando sefiales entre el
ambiente y la células (estin situadas de manera que pueden mediar la regulacién entre

diferentes células asi como las interacciones entre la célula y la matriz celular)'™.

Figura 5: Dominios de la proteina TMPRSS2 (TM: Transmembrana, LDLRA: dominio de clase A del

receptor LDL, SRCR: dominio receptor-scavenger tico en cisteina).
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Se sabe que las serin proteasas estan involucradas en muchos procesos fisiolégicos y
patolégicos del ser humano. La proteina TMPRSS2 se expresa en condiciones normales, con
una expresién elevada en las células de intestino delgado y en menor proporcién en otros
tejidos, como la préstata, colon, estomago y glandulas salivares. La funciéon concreta normal
de esta proteina no se conoce pero se asocia con procesos como la digestién, remodelamiento
tisular, coagulacién, fertilidad, respuesta inflamatoria, invasién celular tumoral y apoptosis.

En el caso de la prostata se sobreexpresa en el tejido prostatico neoplasico comparado
con la hiperplasia benigna de proéstata, encontrandose sobreexpresada en pacientes con CaP.
Sin embargo, en aquellos casos de tumores hormono-resistentes su expresiéon estd
disminuida'®""™.

La expresion del TMPRSS2 es regulada por elementos respondedores a andrégenos
(ERA) localizados en la zona del promotor. Los andrégenos y el RA son fundamentales para
el crecimiento y desarrollo de la glandula prostatica normal, pero también juegan un papel
importante en la iniciacién y progresién del CaP™. En estadios de hormonoresistencia, el RA
mantiene su funcionalidad, mediando en el proceso de CaP por medio de multiples
mecanismos: hipersensibilidad a bajos niveles de andrégenos, por amplificacién del locus del
RA y por activacién en ausencia de andrégenos o por medio de otros ligandos. Todos estos
mecanismos permiten al RA actuar en presencia de bajos niveles de andrégenos.
Consecuentemente, TMPRSS2 juega un papel importante en la progresiéon del CaP a pesar de
tratamientos supresores hormonales, ya que su promotor lleva a la expresién del gen de

fusion.

11.2.72 ETS

La familia de los factores de transcripcién ETS en los mamiferos consta de
aproximadamnete 30 genes homdlogos al gen Ets-1 (el oncogén E26 v-ets o virus de la
eritroblastosis) el cual se localiza en el cromosoma 11 (11q24.3) y tiene una longitud de 63 kb
con 8 exones. Los productos de esta familia de genes son factores que controlan varias
funciones celulares, en conjuncién con otras familias de factores de transcripcion y cofactores.
Todos los miembros de la familia ETS se caracterizan por conservar un dominio Ets para la
unién al ADN responsable del reconocimiento especifico de las secuencia motif 5’-
GGA(A/T)-3’ de activacion o de supresion de la transctipcion.

Esta familia de factores de transcripion juega un papel fundamental en el desarrollo,

diferenciacion, proliferacién celular, apoptosis y remodelacion tisular. Es por ello que la
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disregulacion de estos genes puede llevar a la transformacién tumoral en las células.

El ERG forma parte de la familia de los ETS, localizado en el cromosoma 21 (21q22.2)

y contiene 11 exones y aproximadamente 300 kb de longitud (Figura 6).
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Figura 6: Localizacién del gen ERG en el cromosoma 21.

La proteina ERG puede interaccionar con otros miembros de la familia ETS asi como
con otros factores de transcripcién, como Jun y Fos (gracias a su dominio proteina-
proteina)'®. La presencia de su dominio ETS le permite unirse a las secuencias ricas en purina
y de esta manera interferir en numerosos procesos celulares, incluyendo remodelacién de
membrana, angiogénesis, diferenciacién, proliferacién y carcinogénesislg(”m.

Ademas, se sabe que las isoformas del ERG regulan la metilacién a nivel del ADN'™,
La sobreexpresién de ERG lleva consigo la formacién de tumores sélidos, sin embargo

todavia se desconocen los mecanismos moleculares concretos del ERG como factor de

transcripcion.

11.2.7.3 TMPRSS2-ETS

Tomlins et al. publican en 2005 la relacién entre CaP y el gen de fusion TMPRSS2-
ETS. El método bioinformatico mediante el cual consiguieron identificarlo, denominado con
el acrénimo COPA (Cancer outlier profile analysis) se basa en la utilizacion de wmicroarrays de
expresion y una base de datos conocida como Oncomine'™. Mediante el sistema COPA se
obtuvieron los petfiles outliers (aquellos marcadamente expresados en un subconjunto de
casos) de diferentes tumores, entre ellos el cancer de préstata. Encontraron que los genes
ETV1 y ERG (ambos pertenecientes a la familia ETS) se sobreexpresaban de forma
recurrente en las células prostaticas tumorales. Para conocer el mecanismo por el cual se

obtenfa sobreexpresién de ambos genes, realizaron posteriomente una PCR cuantitativa
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(gPCR). Sin embargo, no encontraron amplificacién de ERG ni ETV1 a pesar de realizarla
con las muestras en las que habia salido sobreexpresion en el transcrito, por lo que se
considerd la posibilidad de que existiera un reordenamiento de ADN. Para corroborar esta
hipétesis, debfan primero saber cudl era el gen que se unia en 5> a ERG o ETV1. Para ello se
utiliz6 la técnica de amplificacion rapida de extremos de ADNc, encontrando al gen
TMPRSS2 en posicién 5° del gen de fusién descubierto. Objetivaron que los reordenamientos
se producian en los exones 1 y 2 de TMPRSS2 con el exén 4 de ETV1, y del exén 1 del
TMPRSS2 con el 4 del ERG. Estos genes de fusioén aparecieron en el 57% de las muestras y
dentro de éstas el reordenamiento mas frecuente (72%) fue el acaecido entre el TMPRSS2 y

ERG'™.

Fusiones alternativas TMPRSS2 y ETS

Tras el estudio de Tomlins se han caracterizado diferentes tipos de fusiones génicas

ademés del ERG y el ETV1, como son otras variantes de los ETS (ETV4 y ETV5)"""”
(Figura 7).

N
%

Figura 7 : Fusiones entre TMPRSS2 y miembros familia ETS
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Ademids, otros trabajos han mostrado diferentes transcritos obtenidos tras la fusién de
ERG, ETV1, ETV4 y ETV5 con otros genes, como es el caso del SLC45A3 (expresa una
proteina canal que estd en el cromosoma 1, HERV-K_22q11.23, C150rf21, CANT1 y KLLK2,
los cuales son especificos de la prostata'™.

Tanto el TMPRSS2, SLC45A3, HERV-K_22q11.23, CANT1 como KLK2 son

secuencias reguladas por andrégenos, mientras que el Cl50rf21 no.

Prevalecia del gen de fusion TMPRSS2-ETS

La frecuencia de la fusién entre TMPRSS2 y ETS estd en torno al 50%, como se ha
visto en diferentes estudios, como el multicéntrico en el que participaron varios continentes y
se incluyeron més de 1500 pacientes'”. Estos datos son compatibles con los mostrados por
estudios posteriores con prevalencias de fusién positiva entre 44-46% en pacientes con
diagnéstico de CaP'™.

De las posibles combinaciones, la fusién de TMPRSS2 con ETV1, ETV4 y ETV5 son

196

relativamente raras (en torno a un 2-10% de los CaP) ™, siendo la fusién que se da entre

TMPRSS2 y ERG la mas frecuente, apareciendo en aproximadamente el 85% de los CaP con

: s 197,134
fusién positiva "

Mecanismos de reordenamiento y transcriptomas

Tanto el TMPRSS2 como el ERG se localizan en el cromosoma 21 y estan separados
por 2,8 mega-bases (Mb). Ademds, tienen la misma orientacién transcripcional, por eso el
reordenamiento puede ocurrir con cierta facilidad. Se puede llevar a cabo por dos
mecanismos'” (Figura 8):

- Por translocacién: en este caso un gen se mueve a otra localizacién

- Por deleccion intersticial: se pierde esta regién intermedia de aproximadamente 3

Mb que los separa.
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No fusion

Figura 8: Mecanismos de formacién de gen de fusién TMPRSS2-ERG

El mecanismo mas estudiado para este gen de fusion es el de la deleccién, encontrando
que los genes que existen en este segmento deleccionado son: ETS2, DSCR, BRWDI,
HMGN1, C21orf13, SH3BGR, B3GALTS5, PCP4, DSCAM, BACE2, FAM3, MX2 y MX1'”.

Dentro de la fusiéon de TMPRSS2 Y ERG, se ha observado que existe heterogenicidad
en el sitio de ruptura pudiendo unirse los exones 1,2 y 3 del TMPRSS2 con los exones 2,3,4,5,
6 6 del ERG. Con cada una de estas combinaciones se puede obtener diferentes transcritos, de
hecho se han llegado a caracterizar hasta 14, cada uno de ellos con secuencias diferentes que
pueden suponer distintos patrones de agresividad®”. T.a fusién que con mas frecuencia se da y
la mas estudiada es la que ocurre entre el exén 1 del gen TMPRSS2 y el exén 4 del ERG™.

El reordenamiento cromosémico finalmente implica la formacién de una protefna con
una nueva o alterada actividad. De los posibles 14 transcritos, 5 no son codificantes, 2
transcriben la proteina ERG normal, 6 codifican la proteina ERG truncada y uno codifica una

nueva proteina de fusién TMPRSS2-ERG™™,

47



INTRODUCCION

Asociacion de TMPRSS2-ETS con caracteristicas morfologicas

Se sabe que la fusién imprime unas caracteristicas fenotipicas concretas en el CaP.
Mosquera y cols. identificaron 5 patrones morfoldgicos relacionados con la presencia o
ausencia de la fusion:

- Mucina con tincién azul

- Patrén de crecimiento cribiforme

- Macronucleolos

- Crecimiento tumoral intraductal

- Células en anillos de sello

Observaron que aquellas muestras que contenian tres o mas de estas caracteristicas casi
siempre presentaban la fusiéon (93% de los casos), mientras que sélo un 24% tenfa el
reordenamiento cuando niguna de estas caracterfsticas anatompatolégicas estaba presente™”.

Otros estudios también han relacionado las alteraciones moleculares con las
caracterfsticas anatomopatolégicas, encontrando una mayor frecuencia del gen de fusién ante
la presencia de carcinomas mucina-positivos®”. o asociacién del gen con la IPN, mucina azul

" P . 204
positiva y crecimiento intraductal™".

Sin embatgo, todavia hacen falta mas estudios que caractericen el fenotipo morfolégico

de los tumores con el reordenamiento genémico, asi como de cada una de sus variantes.

Papel del gen de fusion TMPRSS2-ETS en el desarrollo del cancer de prostata

El rol que desempefia el gen de fusion en el desarrollo del CaP, hoy en dfa no se conoce
con exactitud. Inicialmente se identificé la fusién en el CaP localizado y en CPRC, pero
diferentes estudios han mostrado que el TMPRSS2-ERG no solo esti presente en prostatas
tumorales, sino que también podemos encontrarla en la HBP, en el HGPIN™” y en ocasiones
en tejido no tumoral adyacente al foco de CaP***”,

Centrandonos en los casos de HGPIN, observamos que la frecuencia de fusion es
menor que en el CaP, rondando el 20%, y se hipotetiza que en estos casos el PIN de alto

grado derive en un CaP*™®. De hecho, en el estudio de Mosquera del 2008, se observa que

aquellos casos de HGPIN en los que existe reordenamiento ERG siempre se asocia la
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presencia de cancer con fusién positiva™.

Esta observacién nos sugiere que los reordenamientos cromosémicos de ETS puedan
estar involucrados en el proceso de carcinogénesis del CaP. De hecho hay cierta evidencia en
estudios in vitro, de que los genes de la familia ETS estin involucrados en la transicién de
tejido normal a tejido tumoral asi como con la diseminacién a distancia. Por una parte por su
papel en la invasividad y el desarrollo de metastasis por migracién celular™ y por otra, por su

. ., . : 211
posible relacion con la proliferacion tumoral”™ .

En el caso de la sobreexpresion ERG ademads de estar relacionada con la invasividad y

motilidad celular, se han encontrado otros mecanismos carcinégenos especificos™>*":

- Metilacién de histonas: presentando niveles elevados de histona-deactilasa 1
(HDACT) y con ello la sibsiguiente infraregulaciéon de los genes diana de la
HDAC1*™. Este mecanismo es frecuente en el CaP, pero mis uniformemente
encontrado en el caso de la fusion TMPRSS2-ERG?.

- Sobreregulacion de la via Wnat: conduce a la transcripciéon de numerosos genes
implicados en la tumorogenesis, incluyendo al RA, MYC, JUN, cyclinD1, BMP4 y
MMP7%¢. La importancia de la via Wnt y el gen de fusién en el CaP es el
incremento resultante en la transcripcion y expresion del RA. Consecuentemente,
la transcripcién del gen de fusién aumenta y se amplifica la expresién de ERG.
Mas todavia, la beta-catenina y el RA interactian por medio de un estimulo
androgénico regulando genes diana del RA, de manera que en aquellos tumores
resistentes a hormonas, tanto los genes diana de una como de otro, se expresan’"’.

- Activacién del oncogén C-MYC y como resultado la sobreexpresién del mismo.
Los estudios al respecto muestran que ERG es capaz de activar a C-MYC de
forma que la sobreexpresiéon de ambos resulta en la supresiéon de los genes
encargados de la diferenciaciéon celular a nivel del epitelio prostatico. Esto se ha
relacionado con una menor supervivencia libre de recaida™”.

- Inhibicién de la apoptosis™.

- Unién a BCRA-1, un coactivador del RA, y conjuntamente medfan la expresion
de receptor del factor de crecimiento insulinico tipo 1 IGF-TR)™.

- Unién a regiones promotoras de CXCR4 y ADAMTSI, dos genes involucrados

en la motilidad e invasién celular™.
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En el caso de los genes ETV1 y ETV5, cuando estin sobreexpresados, parece ser que

. P . P2 222
inducen también a un programa de invasion celular™.

Otra evidencia a favor del papel del gen de fusién en la transicién a tumores invasivos es
que la prevalencia del reordenamiento en las metastasis por cancer de prostata es similar a la
del CaP localizado (37%)"%. Ademss, se ha encontrado una relacién importante entre el foco
de CaP y la metastasis. Cuando se analizan los distintos focos de metastasispor CaP se extraen
dos conclusiones:

- Por una parte que todos los focos metastiticos presentan el mismo
reordenamiento cromosémico que el foco prostatico (Si un foco de CaP tiene fusién
positiva, las lesiones a distancia tendran el mismo clon celular, con la misma fusion.
De la misma manera, aquellas metastasis con fusién negativa tampoco la tendran en
el foco prostatico).

- Por otra parte, todos los focos metastaticos con TMPRSS2-ERG positiva

presentan una deleccién intersticial (Edel)

Ello sugiere que las metastasis por CaP provienen de la evolucién de un clon de células
malignas de un tnico foco tumoral prostatico que es el que lleva a la diseminacién, y que es el
mecanismo de deleccién el que conlleva a un pronéstico mas desfavorble™. De ah{ la
importancia del conocimiento de los diferentes focos carcinégenos en la prostita, pues es

importante a la hora de predecir el pronéstico clinico del paciente.

Sin embargo, el hecho de que haya tumores prostiticos con la fusién negativa, hace
pensar que existen diferentes vias patogénicas que llevan a diferentes enfermedades prostaticas
con o sin la participaciéon de la via ETS. Los tumores con fusién positiva o negativa tienen
caractetfsticas morfoldgicas diferentes, con fimas de expresion unicas y diferentes resultados
clinicos. De hecho hay numerosas evidencias que parecen apuntar al hecho de que los CaP
con el gen TMPRSS2-ETS, y los que no lo contienen, constituyen dos grupos diferenciados
dentro de la enfermedad tumoral prostatica. Asi, podemos considerar que existen dos perfiles
de tumores prostaticos: los que tienen la fusién ETS y los que no la tienen™*". T.os tumores
con fusion TMPRRS2-ETS negativa pueden tener otro tipo de fusiones, desarrollarse por
otros mecanismos moleculares u ocurrir en diferentes estadios de la diferenciacién celular.
Hasta la fecha se han identificado nuevos marcadores para aquellos casos en los que no

aparece el gen de fusién, encontrando en ellos con mayor freuencia sobreexpresado el
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SPINKI1. La expresiéon de este gen se ha relacionado con una recidiva bioquimica mas

225-226
temprana .

Multifocalidad del Cancer de préostata y gen de fusion TMPRSS2-ERG

El concepto de multifocalidad del CaP implica que en una misma glandula prostatica
puedan existir diferentes focos tumorales. En las series actuales se describen hasta un 75% de

multifocalidad en piezas de prostatectomia radical™’

. Cuando analizamos la aparicién del gen
de fusion o no en los diferentes focos de una pieza, vemos que también existe
heterogenicidad. Se han encontrado en una misma préstata focos tumorales con distintas
isoformas del gen de fusion o sin tenetlo, e incluso, dos isoformas en el mismo foco™*®, Es
mas, pueden existir fusiones en diferentes focos desarrolladas por diferentes mecanismos
(deleccién o translocacién) (Figura 9), asi como diferentes genes implicados, como ERG y
ETV1 en una misma prostata™. Diferentes estudios reportan tasas de entre 41-67% de focos
tumorales que difieren respecto a la presencia del gen de fusién o el mecanismo de

fusi6n206,207,228
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Figura 9: Heterogenicidad de focos de CaP con fusion TMPRSS2-ERG positiva/negativa (trans:
translocacién, del: deleccion)

Cuando en un mismo foco apatece la fusidén, practicamente todas las células la
contienen sugiriendo de nuevo que mdltiples clones tumorales se desarrollan en la prostata, de
forma que cada paciente puede desarrollar multiples canceres en su préstata. De estos focos,
algunos clones desarrollarasn metastasis y otros no. De ahi el potencial papel diagnéstico y

pronodstico del gen de fusion, pues hoy en dfa el diagnéstico se basa en el foco tumoral de
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mayor tamafio o con mayor grado de Gleason, cuando nos puede aportar informacién mas

util saber qué clon tumoral es el que va a llevar a la diseminacién.

Relacion gen de fusion TMPRSS2-ERG y andrégenos

Como ya se ha comentado anteriormente, el gen TMPRSS2 es estimulado por
andrégenos a nivel de su promotor y esta sobreregulado en el CaP e infraregulado en los
CPRC. Consecuentemente, la estimulacién androgénica puede favorecer la expresiéon de ERG

en el gen de fusiéon'™*

. De hecho la expresién del gen de fusiéon se pierde cuando hay un
bloqueo de la sefializacién androgénica recuperandose en el estadio hormonorresistente del
tumor.

Al fusionarse TMPRSS2 y ERG se produce una activacién hormonodependiente del
factor de transcripcion y la disregulacién de los factores de transcripcion de la familia ETS en
los elementos regulados por andrégenos localizados en la regdn 5° del TMPRSS2, hecho que

puede llevar al desarrollo del cancer de prostata, afectando al proceso biolégico por medio de

la proliferacién celular, diferenciacién, desarrollo, transformacién y apoptosis.

Determinacion de la fusion TMPRSS2-ERG

Hoy en dia la determinacién de la fusion la podemos realizar por medio de diferentes
técnicas:

- Técnicas de PCR (cuantitativa y cualitativa): estudia el transcrito

- Técnicas de hibridacién por fluorescencia in situ (FISH): estudio a nivel
cromosémico. Son técnicas mas complejas, mds caras y requieren experiencia para
su correcta interpretacion.

- Secuenciacién del ADN: técnica compleja

- Sobreexpresién de ERG mediante inmunohistoquimica (IHQ). Facil de realizar y
no excesivamente cara'’.

- Genechip: test complejo que requiere tejido fresco™.

En relacién a las muestras requeridas para su determinacién, en los estudios iniciales la
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presencia del gen de fusién se evaluaba en piezas quirdrgicas congeladasy en piezas fijadas en
formol e incluidas en parafina (FFPE), sin embargo en los ultimos estudios se ha confimado
su deteccién tanto en sangre como en otina lo que facilita su determinacion™" >,

La comodidad de la recogida de muestra en orina ha hecho que en los utlimos estudios
sea el método mas utilizado, pues permite la determinacién del gen de una forma muy poco
invasiva. Para obtenerla es necesario realizar previamente un masaje prostatico mediante TR.
La muestra debe contener al menos 30 mL de orina y introducida en tubos de recogida de
AND/ARN con hielo, y transportada en contenderoes especificos con hielo. Postetiormente
la muestra se centrifuga a 4000 rpm durante 15 minutos a 4°C para separar el sedimento y
sobrenadante. El sedimento celular serd posteriormente almacenado a -80°C hasta que sea

231
procesado™.

11.2.8  Implicaciones clinicas del gen de fusion TMPRSS2-ERG

Desde el estudio de Tomlins SA, ha proliferado la literatura en relacién con el gen de
fusién, con aportaciones importantes en la identificacion de las diferentes fusiones, en el
conocimiento de la prevalencia de las mismas y en el rol que desepefan en la carcinogénesis.
El reto en estos momentos es conseguir trasladar todos estos resultados y conocimientos
sobre este biomarcador a la practica clinica.

En este sentido, el gen de fusion en el cancer de prostata se ha considerado como una
herramienta prometedora por su potencial en cuanto a biomarcador diagnéstico y prondstico,
como diana terapéutica y por su contribucién a la elucidacién del desarrollo del CPRC*. No
obstante, hay disparidad de opiniones en cuanto a su utilidad. A pesar de ello siguen
apareciendo numerosas publicaciones al respecto, con el objetivo de encontrar la aplicacién

clinica del gen de fusién.

Utilidad diagnéstica

La falta de especificidad del PSA para el diagnéstico de CaP y la invasividad de la
biopsia prostatica han hecho necesario la bisqueda de otros marcadores capaces de distinguir
el cancer indolente del clinicamente significativo y reducir el nimero de biopsias. En este

sentido, la especificidad del gen de fusién y la posibilidad de deteccién en orina, hacen que

53



INTRODUCCION

haya un interés creciente en el uso de este biomarcador como herramienta diagnéstica.

El gen de fusién aparece en aproximadamente el 50% de los casos de CaP, tal y como
confirma un estudio multicéntrico en el que se incluyen 1500 pacientes™. La sensibilidad de
este marcador para la deteccién de CaP esta en torno al del 50%, sin embargo, tiene una
especificidad global aproximada del 90% y un valor predictivo positivo del 94%>’. Cuando la
determinacion del gen de fusion la realizamos en orina se alcanza una especificidad del 93% y
un valor predictivo positivo del 94%*. De forma que estamos ante un marcador con una
especificidad elevada (superior a la del PSA) y que podemos determinar ficilmente en orina.
Estos resultados sugieren que la comercializaciéon de un test para la deteccién del gen
TMPRSS2-ERG en orina setfa técnicamente factible, sin embargo, uno de los problemas de
los marcadores que se han estudiado hasta ahora (tanto el PCA3 y el gen de fusién), es que
solo identifican determinados subgrupos de casos de CaP. En este contexto, un abordaje para
optimizar los resultados de estos marcadres para predecir el CaP serfa desarrollar modelos que
combinen diferentes biomarcadores, de forma que se cree un algortimo util en el que se
identifiquen aquellos pacientes candidatos a una biopsia prostatica.

En un estudio reciente se compara la rentabilidad de la calculadora de riesgo del estudio
europeo randomizado de CaP (ERSPC) y del gen de fusién. La calculadora de riesgo ERSPC
es utilizada por los urélogos para predecir el riego de CaP y determinar la agresividad por
medio de las variables PSA, volumen prostitico, biospias previas, etc™. Se observa que el gen
de fusién ofrece un valor predictivo positivo adicional a la calculadora de tiesgo ERSPC.
Cuando ademas del TMPRSS2-ERG afiadimos el PCA3, aun mejora mds el rendimiento
diagnéstico (de 0,79 a 0,84)236. Diferentes estudios han ido en esta linea, y los resultados
obtenidos corroboran la hipétesis del aumento de la rentabilidad diagnéstica mediante el uso
de un panel de marcadores. Este el el caso del estudio de Salami del 2013, en el que se evalia
el rendimiento diagnéstico del PSA, PCA3 y TMPRSS2 solos y de forma combinada,
obteniendo que la capacidad de discriminar un CaP es mejor cuando juntamos los tres
marcadores que cada uno por s solo®. En otro trabajo en el que se incluyen diferentes
marcadores prostaticos detectados en orina (ITMPRSS2-ERG, GOLPH2, SPINK1 y PCA3) se
llega a la conclusién de que la combinacién de todos ellos aporta una mayor sensibilidad en la

deteccién de CaP?8,

Por lo tanto, la utilidad diagnéstica del gen de fusién TMPRSS2-ERG no esta

completamente definida. Actualmente no se considera una herramienta diagnéstica de primera
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linea, por una patte por el elevado coste que supone y por otra porque por la heterogenicidad
del CaP. Sin embargo, si parece que su utilidad diagnéstica llegara en un futuro mediante la

creacién de paneles que combinen diferentes marcadores.

Utilidad pronéstica

Inicialmente el gen de fusién se asocié con un CaP desfavorable, sin embargo hoy en
dfa esta en debate su utilidad como marcador pronéstico. Multiples estudios han comparado
parametros clinico-patolégicos y la significacién prondstica de este gen de fusién, con
resultados controvertidos.

Algunos estudios han encontrado una asociacién entre la presencia del gen de fusién y
un mayor grado tumoral”*”. Sin embargo otros como el de Lapointe del 2007 no ha visto

relacién entre la presencia del gen de fusién y un Gleason desfavorable™**”.

Otros trabajos solo encuentran asociaciéon del gen de fusién con el estadio tumoral™.
En el caso del estudio de Fitzerald del 2008, muestra con detalle cémo varian sustancialmente
las prevalencias del gen de fusién segtin el estadio, descendiendo a un 15% en el T1%*.

En cuanto a significacién pronéstica, evaluada en la mayor parte de los casos como la
tasa de recurrencia bioquimica, también encontramos resultados dispares en la literatura,
mostrando algunos autores una mayor tasa de recurrencia cuando existe la fusién génica®?, e
incluso una mayor probabilidad de progresién y mayor MCE*'**. De la misma manera, la
ausencia del gen se ha relacionado con una mayor supervivencia libre de progresion™***. En
otros trabajos no obstante, no encontraron asociacién de la presencia del gen de fusiéon con el
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prondstico

, es mas, encuentran que aquellos pacientes con la presencia del gen de fusién
tienen un prondstico mas favorable, sin encontrar asociacién con factores relacionados con el
pronéstico como el Gleason, el estadio tumoral o el PSA preoperatorio™ o una supervivencia
libre de recurrencia mayor en los casos de fusién positiva'?**.

Estas diferencias tan llamativas y dispares cohortes de pacientes utilizadas: algunos de
ellos seleccionan pacientes con CaP localizado, otros incluyen pacientes con CPRC, unos
realizan test diagnéstico mediante PCR (QPCR o RTPCR) y otros mediante FISH, unas
muestras se obtienen de tejido fresco, otras de parafina y unas de pieza de PR, otras de biopsia
y otras de orina tras masaje prostatico. Ademas, gran cantidad de trabajos con conclusiones

. s . ~ 200,242
relativas al prondstico se han realizado con muestras pequefias™ .
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Por otra parte, no sélo la presencia o ausencia del gen se ha relacionado con factores
prondsticos, sino que también caracteristicas propias del mecanismo de fusiéon pueden influir
en la agresividad del tumor. Es el caso de aquellas fusiones que ocurren como consecuencia de
delecciones. Se ha observado que este mecanismo de fusién génica se asocia con mayor
frecuencia con factores de riesgo desfavorables™ y con una peor supervivencia cancer
especifica que aquellas fusiones que se dan por translocacién®'. Se hipotetiza que la pérdida
de los genes ETS2 y HMGN1 del segmento deleccionado puede jugar un papel importante en
la progresiéon tumoral, independientemente del componente oncogénico que ya supone el
producto de la fusién TMPRSS2-ERG. De hecho, se ha observado que en aquellos casos en
los que existe sobreexpresién de ERG el gen HMGNI1 se expresa en menor cantidad™.
También en relacién al mecanismo causante de la fusion, se ha descrito la categorfa “2+Edel”
la cual hace referencia a la aparicion de duplicacién en combinacién con deleccién de 5-ERG,
asociado a peor prondstico (25% de supervivencia a los 5 afios)**'. Se ha observado que esta
nueva categorfa “2+Edel” es un factor pronéstico independiente ademas del Gleason y PSA
preoperatorio.

También el transcrito resultante de la fusién puede implicar un peor pronédstico, de
manera que la fusiéon entre el exén 2 de TMPRSS2 y el ex6n 4 del ERG implica una
enfermedad mas agresiva, y si es con el primer codén ATG del exén 3 del ERG se ha
relacionado con invasién de vesiculas seminales. Otras isoformas se han asociado a una
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recurrencia temprana .

De esta manera, parece ser que la deteccién del gen de fusién puede jugar un papel
importante a la hora de predecir la agresividad tumoral, detectando focos tumorales que segun
la presencia o ausencia del gen, asf como el mecanismo de la fusién, puedan tener difenrente
implicacié prondstica. Sin embargo, para poder aplicatlo en la practica clinica queda por
establecer una correlacion entre el test del gen de fusién, la biopsia prostatica, la historia
natural del tumor y los resultados tras el tratamiento, para lo que son todavia necesarios mas

estudios.

Diana terapéutica

La sefial androgénica es fundamental para el desarrollo del CaP. Los tratamientos de

deprivacién androgénica siguen siendo la modalidad mas utilizada en aquellos casos de CaP no

56



INTRODUCCION

localizado.

Desafortunadamente, a pesar de que en muchos pacientes ha supuesto una mejora
importante, es un tratamiento paliativo y no curativo, y ademas, muchos de estos tumores
progresan a CPRC, con lo que este tratamiento deja de ser efectivo. Desde el 2010 empiezan a
salir tratamientos relativamente eficaces para el CPRC, sin embargo no exentos de efectos
secundarios y mejorias discretas en cuanto a la supervivencia. Como consecuencia, se hace
indispensable el desatrollo de nuevas dianas terapéuticas basadas en los conocimientos
actuales de la biologia molecular del CaP. Considerando que los factores de transcripciéon ETS
estan involucrados en la transformacién maligna y la progresion tumoral, incluida la invasion,
metastasis y neoangiogénesis, actuando a este nivel molecular podriamos obtener un
tratamiento tumoral especifico™.

Sabemos que en un 50% de CaP aparcece la fusion TMPRSS2-ERG, la cual esta
mediada por andrégenos. La fusién lleva a la sobreexpresién de una proteina ERG truncada
que es en la mayoria de los casos una proteina funcional a nivel de la prostata que promueve la
transformacioén y progresién tumoral por diferentes vias. De esta manera, las estrategias de
tratamiento deberfan ir dirigidas inhibir la fusién mediante el bloqueo de la sefial androgénica
o bien inhibiendo la actividad de la nueva proteina.

No se conoce hoy en dia con exactitud el grado de implicacién del gen de fusién en el
desarrollo de la hormonoresistencia en el CaP, pero se ha observado que la abiraterona inhibe
la sintesis de andrégenos y estrogenos que conducen a la fusion TMPRSS2-ERG, induciendo
una regresion de la enfermedad en mas del 50% de los pacientes con CPRC*'. De hecho, en
un estudio fase II realizado por Attard y cols. se obsetrvé que el 80% de pacientes con el gen
de fusién en CPRC (41% de fusién positiva) presenté un descenso de PSA de mas del 90%,
mientras que en aquellos casos de no descencer significativamente, solo aparecia la fusion el
32% de los casos™. Esto puede indicar que aquellos CaP con el reordenamiento genético
pueden representar un subgrupo de tumores especialmente sensibles al bloqueo del CYP17.

Se ha observado que asi como existe una homogeneidad en la fusién en las metastasis
respecto al foco original prostatico, no ocurre lo mismo con el aumento de copias del RA o la
reduccién de PTEN, los cuales presentan mas heterogenicidad. Ademas, no hay cambios en
el status de ERG una vez se llega a la hormonoresitencia. Ello sugiere que el reordenamiento
de ERG puede ser un evento mas temprano en el proceso de la carcinogénesis prostatica, la
cual puede ir seguida de un aumento del RA en algunos casos o de una pérdida de PTEN en
otros. Hay estudios en marcha que buscan antiandrégenos destinados a actuar a nivel del RA y

pequefias moléculas que inhiban el PTEN para conseguir otra via de reversién de la
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resistencia androgénica, sin embargo todavia no hay resultados concluyentes™.

En otro estudio llevado a cabo por Hermans y cols. se muestra que la fusién tiene un
papel importante en el caso del CaP localizado, pero que esta via es bypaseada en el caso del
CPRC™. Otros trabajos sin embargo, concluyen que muchos CPRC, incluyendo aquellos con
fusion positiva, mantienen su dependencia androgénica®"*”, lo que lleva a pensar que aquellos
pacientes con la fusién, pueden ser mejor respondedores al tratamiento hormonal.

En otro estudio publicado recientemente, utilizan lo que denominan siARN. Se trata de
pequefios fragmentos de ARN que interfieren en la transcripcion del mismo, siendo altamente
especificos y eficientes a bajas concentraciones. El problema es que son muy hidréfilos e
inestables en liquidos biolégicos. Para mejorar su estabilidad, se utiliza tecnologfa de
nanopatticulas, de manera que se consigue aumentar su estabilidad (protegiéndola de la
degradacién de nucleasas y aportando un caracter hidrofilico) y mejorar su liberacién. Los
resultados in vitro e in vivo (en ratones) muestran una dismunicién del crecimiento tumoral y
migracién celular por medio de inhibicién de la oncoproteina ERG truncada™.

Ademis, la inmunoterapia hoy en dia va ganando terreno, aportando nuevas
modalidades terapéuticas. Los mas estudiados hasta la fecha son los anticuerpos monoclonales
que actian como inhibidores (ej: ipilimumab y nivolumab), terapia de células adoptivas (ej:
Células T que expresan receptores antigénicos quiméricos) y vacunas (ej: Sipuleucel-T). Estan
pendientes de aprobar vacunas contra antigenos tumorales para el cancer de préstata, (estudio

fase 111 Provenge o el Prostvas en fase 11)*’

. En la actualidad se espera la llegada de nuevas
terapias diana que consigan la la inhibicién de la fusién génica o del producto de la fusion,
pues implicarfa un gran avance en el manejo del CaP que esta por llegar en un futuro préximo.
Sin embargo, se necesitan todavia mas estudios para tener un mayor conocimiento sobre la

respuesta de estos tratamientos.

11.3 Estudio epigenético en el cincer de prostata

11.3.1 Concepto de epigenética

La epigenética se define como el conjunto de cambios heredables en la expresién génica
que no van acompafados de cambios en la secuencia de ADN. Los reguladores epigenéticos
mas importantes son la metilacién del ADN, las modificaciones a nivel de histonas (metilacién

o acetilacién) y los microARNs de expresion. Las modificaciones epigenéticas mas estudiadas

58



INTRODUCCION

son aquellas relacionadas con la metilacién del ADN, la cual se da en el desarrollo normal de
los mamiferos®™. La metilacién se produce exclusivamente en los nucleétidos de citosina que
van seguidos de guanina (CpG) y se produce en el carbono 5 de la citosina®’. Mientras que
los dinucleétidos CpG estan infrarepresentados en la escala gendmica, hay agrupaciones de
CpGs de unas 200 bp a varias kilobases de longitud (denominadas islas o islotes CpG) que se
encuentran en las regiones promotoras de aproximadamente la mitad de los genes del genoma
humano™”.

Gracias a la metilacién del los dinucleétidos CpG, se han podido desarrollar técnicas
que permiten detectar cuantitativa o cualitativamente el estado de metilacién. Por ejemplo
mediante el uso de enzimas de restriccién, PCR especifica de metilacién (MSP) que puede ser
mediante PCR cuantitativa (QMSP) o técnicas basadas en curvas Melting entre otras.

La mayor parte de estas técnicas se basan en una transformacién de la muestra con
bisulfito, de tal manera que las citosinas no metiladas se convierten en uracilos, mientras que
las metiladas mantienen la secuencia original y se quedan como citosinas. Este cambio es el
que permite la posterior identificacién a través del uso, por ejemplo, de cebadores especificos

para muestras metiladas o no metiladas.

Los islotes CpG son los que suelen aparecer metilados comunmente, impidiendo la
expresion de genes. De esta manera, la metilacién del ADN se piensa que es un mecanismo
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fundamental de silenciacién génica™".

11.3.2 Epigenética y cancer de prostata

El desarrollo y progresion tumoral son el resultado de una acumulacién de alteraciones
genéticas y epigenéticas. La metilacién del ADN en las regiones promotoras de los genes
supresores tumorales implica una silenciacién de los mismos, de forma que juega un papel

importante en la carcinogénesis.

Los biomarcadores epigenéticos se han convertido en un tema de interés en la oncologia
por su valor diagnéstico, pronéstico y terapéutico**”. Hay diferentes factores que hacen que

el estudio de la metilacién de ADN resulte atractivo para el diagndstico molecular del cancer.

- En primer lugar, el ADN es mas estable que el ARN o las proteinas, tanto in vitro

como in vivo.
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- En segundo lugar, a diferencia de lo que ocurre con las mutaciones genéticas, la
metilacién del ADN ocutte en una regién especifica del promotor de un gen, lo que
facilita el disenio del estudio.

- Ademis, dado que los diferentes tipos tumorales presentan diferencias en el patrén
de metilacién, se pueden desarrollar petfiles relativamente especificos para el
diagnéstico.

- Existe la posibilidad de usar material obtenido mediante técnicas no invasivas o
minimamente invasivas. De hecho, el ADN se puede extracr de muestras
parafinadas, lo que hace que no deban modificarse los métodos de conservacién de
muestras que se utilizan en la actualidad.

- La metilaciéon de determinados genes es un episodio temprano en el desatrollo
tumoral y, por tanto, puede servir como herramienta para la deteccién precoz.

- También se ha visto que puede aportar informacién relativa al prondstico de la
enfermedad, lo que hace que sean utiles a la hora de decidir el tratamiento adecuado.

- Y por dltimo, a diferencia de lo que ocurre con las mutaciones genéticas, las
epimutaciones  son  reversibles de diferentes formas (por  ejemplo,
farmacolégicamente, mediante intervenciones metabdlicas, etc.) lo que ademas

supone una potencial opcién terapéutica.

En el CaP se han observado patrones aberrantes de metilacién de ADN y también en
lesiones precursoras, sugiriendo que las alteraciones epigenéticas estin involucradas en el

264

proceso de transformacién maligna™’. Ademas, estas alteraciones epigenéticas permacenen

constantes en la progresién de la enfermedad y en las lesiones metastasicas, indicando que
también esta relacionada con la expansién clonal™.

En los ultimos afios se han propuesto gran cantidad de genes como marcadores
epigenéticos para el CaP: PITX2, Clorfl14, GABRE-miR-452-miR-224, PTGS2, ABHD9Y,
GSTP1, RASSF1, RARB2, APC, HOXD3 6 Chr3-EST entre otros™.

Recientemente se han validado y se utilizan en la practica clinica dos métodos
diagnésticos epigenéticos que por medio de PCR determinan el estado de metilacién de
diferentes genes asociados al CaP. El primero es en ProCaM, utilizado con el fin de afiadir
valor predictivo a la biopsia prostatica en varones con PSA entre 2 y 10 ng/mL. Incluye en

estudio de los genes GSTP1, RARbeta2 y APC*. Por otra parte, el método ConfirmMDx

60



INTRODUCCION

incluye los genes GSTP1, APC y RASSF1 y tiene como objetivo fundamental aumentar el
valor predictivo negativo de las biopsias prostaticas, de forma que consigue reducir el nimero
de rebiopias™®.

De hecho, no sélo es posible detectar la metilacién en los cilindros de las biopsias, sino
que se ha determinado también en muestras de sangre y orina, permitiendo la realizacién de
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tests diagnoésticos menos invasivos™ .

La investigacion sobre el papel de la epigenética en el CaP nos puede ayudar a conocer
mejor las vias moleculares implicadas en éste, identificar biomarcadores diagndsticos,
prondsticos y terapéuticos. Ademas de otros marcadores emergentes en el estudio del CaP
como el PCA3, el gen de fusion , las 4K, etc., los marcadores de metilaciéon de ADN también
son potenciales candidatos a ser incluidos en nomogramas prondsticos, solos o en

combinacién con otro tipo de marcadores moleculares.

11.3.3 PITX2 y cancer de préstata.

El PITX2 (Paired-like homeodomain transcription factor 2) es un gen inducido por la
via Wnt/betacatenina. Codifica una proteina que pertenece a la familia RIEG/PITX
homeobox, la cual actda como factor de transcripcién y esta involucrada en el desarrollo de
diferentes 6rganos por medio de la regulacién de la expresioén del gen de la procoldgeno lisina
hidroxilasa. Juega un papel clave en la diferenciacién de los fenotipos celulares (somatotrofo y
lactotrofo) y estd implicada en el desarrollo de los ojos, los dientes, los 6rganos abdominales,
asf como regulador transcripcional de genes implicados en la regulacién hormonal de la
prolactina. Mutaciones en este gen se han asociado al Sindrome de Axenfeld-Rieger, Sindrome
de iridogoniodysgenesis, y a casos esporadicos de la enfermedad de Peters.

Ademis, la metilaciéon de PITX2 se ha relacionado con patologia tumoral com es el caso
del la leucemia mieloide crénica®, el cincer de pulrnén272 y el cancer de mama, donde se ha
reportado como uno de los genes mds utiles para predecir la recidiva a distancia®”.

En el 2006 se establece la relacién entre el CaP y el PITX2 pero no es hasta el 2009
cuando aparecen trabajos que muestran el PITX2 como un posible biomarcador pronéstico
del CaP. El primer estudio al respecto fue el de Weiss y cols. el cual establecié que la
hipermetilacién de PITX2 estaba asociada a la Rbq temprana®™. Vanaja confirmaba estos
resultados, observando que el grupo de pacientes con CaP que presentaban hipermetilacién a

nivel de PITX2, tenfan tres veces mds probabilidades de Rbq que aquellos pacientes
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hipometilados””. En este estudio evaluaron el perfil de metilacion de ADN de seis genes:
FLNC, EFS, ECRG4, RARB2, PITX2, GSTP1, PDLIM4 y KCNMAI. Los resultados
revelaron que PITX2 se asociaba con la Rbq, la recaida local y sistémica.

En otro estudio reciente, Dietrich y cols. también concluyen que la hipermetilacién de
PITX2 es un buen predictor de recurrencia, afladiendo ademads informacién prondstica a la
puntuacién de Gleason, PSA, y margenes quirtirgicos”®. Ven factible la utilidad del marcador
para determinar de entrada aquellos tumores que van a precisar tratamiento adyuvante tras la
prostatectomia radical.

En la misma linea, Vasiljevic y cols. observan que la metilacién de PITX2 es un buen
biomarcador de mal prondstico en PCa. Ademas, estos autores sugieren que podtfa ser util en
pacientes con un Gleason bajo, pues en aquellos con un Gleason <7, la metilacién de PITX2
fue significativamente mayor en pacientes que fallecieron por cancer de prostata, comparados
con aquellos que fallecieron por otras causas””.

No se conoce todo el mecanismo que implica al PITX2 en la carcinogénesis en el CaP,
aunque en algunos trabajos han relacionado al gen PITX2 con la regulacién de IGFR1 y el
RA™,
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HIPOTESIS

El cancer de préstata constituye un problema sanitario importante por su elevada
incidencia. A pesar de que desde la apariciéon del PSA somos capaces de diagnosticarlo mas
precozmente, no se ha conseguido reducir la mortalidad de forma significativa. Ademas, las
opciones diagnésticas de las que disponemos en la actualidad muestran deficiencias a la hora
de clasificar al paciente segun su riesgo real, de manera que muchos pacientes no se
benefician del tratamiento, debiendo asumir iatrogenias innecesarias. Dado que hoy en dia se
busca la mejora de la calidad de vida del paciente, es importante poder diferenciar los tumores
indolentes de los agresivos con el fin de evitar el sobretratatamiento, el cual va en detrimento
de la misma de una forma considerable. Son numetosos lo estudios que han salido a la luz en
los dltimos afios en busca de nuevos marcadores prondsticos a nivel molecular, sin embargo el
CaP es una entidad muy heterogénea, de forma que ninguna hasta la fecha ha conseguido por
si sola aportar suficiente rendimiento. Algunos de estos marcadores ya se utilizan en la
actualidad, pero todavia no estin incluidos en las guias clinicas y es todavia necesario mas
tiempo para que estén al alcance la practica clinica.

Nuestra hipotesis de trabajo es que ciertos marcadores inmunohistoquimicos, el gen de
fusién TMPRSS2-ERG vy el grado de metilacién del gen PITX2 son factores pronoésticos del

cancer de prostata tratado mediante prostatectomia radical.

OBJETIVOS

En relaciéon a la hipétesis del presente estudio establecemos los siguientes objetivos:

Objetivos primarios:

- Determinar la relacién de los parametros clinico-patolégicos de la serie de pacientes con
diagnéstico de CaP con los diferentes marcadores inmunohistoquimicos evaluados, el
gen de fusién y el grado de metilacion del gen PITX2.

- Analizar la relacién pronéstica en términos de recidiva bioquimica para los diferentes

marcadores inmunohistoquimicos, el gen de fusion y la metilacion del gen PITX2.
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Objetivos secundarios:

Determinar la frecuencia de expresiéon de los marcadores inmunohistoquimicos ERG,
FAP, PSMA, PSA, RA, p53, P504S (racemasa), Topoisomerasa-Ila, E-cadherina, Beta-
catenina en el CaP.

Establecer la frecuencia de positividad del gen de fusion TMPRSS2-ERG determinado
por PCRq en el CaP.

Demostrar la correlacién entre el gen de fusién por PCRq y la expresién proteica de
ERG.

Establecer el grado de metilacion medio del gen PITX2 en una setie de pacientes con
CaP.

Analizar la correlacion entre la positividad del gen de fusion TMPRSS2-ERG
determinado por PCRq con la metilacién del gen PITX2.
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1. SELECCION DE PACIENTES

Se selecciona una serie retrospectiva de pacientes con diagnéstico de CaP obtenido tras
prostatectomia radical (PR) en el Hospital Clinico Universitario de Valencia, entre Enero de
1999 y Diciembre 2005. Se decidi6 no ampliar la muestra a pacientes intervenidos en afios

posteriores para poder obtener un seguimiento a largo plazo.

Las muestras para el estudio se obtienen de los bloques correspondientes a las piezas de

PR fijados con parafina, teniendo finalmente una muestra de 214 casos.

Como criterio de inclusiéon se consideraron los casos con confirmacion
anatomopatolégica de CaP. Los criterios de exclusiéon fueron que en la pieza de
prostatectomia radical no se hallara tumor o que hubieran llevado tratamiento previo con

radioterapia u hormonoterapia.

De los casos seleccionados se obtuvieron los siguientes datos clinicos:

- Edad en el momento del diagnéstico: considerandolo en el momento en que se obtiene
un resultado de neoplasia prostatica en la biopsia

- PSA preoperatotio

- Estadio clinico (INM clinico)

- Gleason de la biopsia prostatica

- Grupo de riesgo segiin la clasificacién D’Amico*

- Estadiaje patolégico (TNM patolégico)

- Gleason de la pieza

- Existencia de invasién perineural

- Recaida bioquimica: Considerada como el incremento de PSA por encima de 0,2 ng/mlL
en dos medidas consecutivas separadas al menos por 3 meses””. Consideramos pues la
fecha de recaida bioquimica aquella en la que existe un primer PSA igual o mayor a 0,2
ng/mL.

- Recaida clinica: definida por la aparicién de lesiones en técnicas de imagen

- Tiempo de seguimiento (en meses): Aquellos pacientes en los que se pierde el

seguimiento tras la intervencién no entran en el estudio
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De todos los pacientes incluidos en el estudio se seleccionan por medio de la revisién de
las laminas de hematoxilina-eosina de las piezas de PR por un uropatélogo experto aquellos
bloques en los que existe una mayor carga tumoral. De estos bloques seleccionados se extraera

el material necesatio para la realizacién de los diferentes estudios:
- Matrices de tejido (TMAs) para estudio de marcadores inmunohistoquimicos

- Evaluacién de la existencia o no del gen de fusion TMPRSS2-ERG
- Estudio de la metilacién del gen PITX2

2. MATRICES DE TEJIDO Y ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

La técnica de matrices de tejido o “tissue microarrays” (TMA) hace posible agrupar gran
cantidad de casos en una sola laminilla, que posteriormente puede ser utilizada para el analisis
de numerosas proteinas diana, como en nuestro caso en el que la utilizaremos para la

realizacién de técnicas inmunohistoquimicas.

Los marcadores inmunohistoquimicos que se han utilizado en el presente estudio se

muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7: Relacién de marcadores inmunohistoquimicos.

Anticuerpo Clon Casa comercial ~ Dilucién  Pretratamiento  Sistema de
visualizacién
ERG EP111 DAKO Prediluido PT Link Linker
IR659 [RTU) Tampdn pH alto  Rabbit/EnVision
FLEX
AMACR / Pso4S 13H4 DAKO Prediluido PT Link EnVision FLEX
(RACEMASA) IRo60 (RTU) Tampdn pH alto
PSMA 3E6 DAKO Prediluido PT Link EnVision FLEX
IRog9 RTU) Tampén pH alto
PSA POLYCLONAL DAKO Prediluido PT Link EnVision FLEX
IRs14 RTU) Tampén pH ba-
jo
B-CATENINA B-CATENINA-1  DAKO Prediluido PT Link EnVision FLEX
IR702 RTU) Tampén pH alto
RECEPTOR AR441 DAKO 1/40 PT Link EnVision FLEX
ANDROGENICO Mj3s62 Tampén pH alto
TOPOISOMERASA 3F6 NOVOCASTRA 1/50 Autoclave 3’ EnVision
I NCL-TOPO 1.5 atm.
IIA Tampén pH ba-
jo
E-CADHERINA NCH-3g DAKO Prediluido PT Link EnVision FLEX
IRos9 RTU) Tampén pH alto
FOSFATASA PASE/4L] DAKO 1/ 400 PT Link EnVision FLEX
ACIDA Mo792 Tampén pH alto
PROSTATICA
Ps3 DO-7 DAKO Prediluido PT Link EnVision FLEX
IR616 [RTU) Tampén pH alto

Para la construccién del TMA se obtuvo el material de los bloques de préstata en
parafina que seleccionamos. De cada bloque se realiza un nuevo corte que es tefido con
hematoxilina-eosina (H-E) como guia para seleccionar las regiones que deseamos muestrear.

De cada una de las laminillas de H-E y con la ayuda del microscopio 6ptico, el
uropatdlogo marca las areas de interés para el estudio (dos por cada H-E), que son aquellas

con mayor carga tumoral. Estas dreas marcadas se trasladan por comparacién a los bloques,

2.1 Recogida de bloques y preparaciones histolégicas: Seleccion de dreas

marcandose éstos con un rotulador indeleble al igual que lo estaban las laminillas.
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2.2 Confeccion de planillas

Con ayuda del programa informatico Word (versiéon 2010) se repartieron los 201 casos
del estudio, (por mala calidad del corte histolégico o por deficiente reaccién de la tincién
perdemos 13 pacientes para el estudio inmunohistoquimico) en 6 tablas (planillas de las
matrices), conteniendo cada matriz o planilla entre 27 y 36 casos mas 1 caso control. Las
planillas se etiquetan para referenciatlas como TMA I 32, TMA II 36, TMA III 35, TMA IV
36, TMA V 35, TMA VI 27.

2.3 Preparacion de las matrices

Se realizaron 6 bloques en blanco (sin agujeros ni burbujas) destinados a ser los
receptores de los cilindros del estudio (cada cilindro corresponderda a una de las areas
seleccionadas). Estos bloques se debastaron con el microtomo para igualar su superficie, esto
asegurara que los cilindros se corten todos al mismo tiempo.

Posteriormente con ayuda del MT AT -mannal Tissue Arrayer (nmero de serie 2004615)
de Beecher Instruments Inc. se construyeron las matrices tisulares siguiendo el protocolo que se

describe a continuacion:

1. Ajustar el bloque receptor en el portabloques, de modo que la superficie del bloque sea
paralela a la placa base. Elegir el punto 0 de inicio de construccién de la matriz, el cual
se sitia en la esquina inferior izquierda, de tal manera que el resto de cilindros de la
matriz quede centrado en el bloque receptor dejando suficiente parafina libre de
cilindros rodeando toda la matriz (aproximadamente 2,5-3 mm). De esta forma
evitamos problemas en el momento de cortar los bloques en el microtomo (como
fragmentacién de la parafina o pérdida de cilindros). Colocar a cero los micrémetros
que marcan la alineacién de las filas y columnas de los cilindros. A partir de este punto

0 nos desplazaremos por el eje X y el eje Y con ayuda de los mismos.

2. Elegir el juego de agujas apropiado. La aguja mas gruesa de cada juego es la que hace
el agujero en el bloque donante y saca el cilindro con tejido y la mas pequefia hace el
cilindro en el bloque receptor sacando solo parafina. En este caso utilizamos las agujas

de 1 mm de didmetro.
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No es necesario ajustar la profundidad de descenso de la aguja de menor diametro

porque esta fija en nuestroa matriz tisular mediante un tope.

Efectuar primero el agujero correspondiente al bloque de parafina receptor. Para ello
se introduce la aguja y se empuja hasta llegar al tope. Se mueve el mango de la aguja
para facilitar la realizacién del cilindro de parafina, hasta su extraccién. Desechar el
cilindro de parafina. Colocar el puente por encima del portabloques y, a continuacion,
el bloque de tejido donante sobre el mismo. El bloque de parafina receptor queda bajo

el puente en la posiciéon adecuada para introducir el nuevo cilindro.

Cambiar la posicion de las agujas y pinchar el tejido del bloque donante.

Retirar el puente con el bloque donante.

Expulsar el cilindro de tejido exactamente encima del agujero realizado en la parafina,

de forma que quede justo a nivel de la parafina sin hunditlo.

Cambiar las medidas del micrémetro, con el fin de hacer el siguiente agujero. En
nuestro caso dejamos 1 mm de separacién entre centro y centro de cada cilindro, con
lo cual este milimetro sumado al milimetro del didmetro del cilindro nos dara un total

de 2mm que tendremos de desplazar el micrometro para realizar el siguiente core.

Proseguir con todos los cilindros hasta la finalizacién de la matriz tisular, siempre

siguiendo el orden de colocacién dado por la planilla que realizamos previamente.

2.4 Consolidacion del bloque

Una vez terminada la matriz tisular, se introduce el bloque en una estufa a 37°C

durante 12 horas aproximadamente. Esto permite que los cilindros del tejido se adhieran

mejor a la parafina en los agujeros del array del bloque receptor. Sacamos el bloque receptor de

la estufa y presionamos sobre él con un portaobjetos para nivelar la superficie. Se aplica una

presion uniforme para empujar todos los cilindros del TMA a un mismo nivel. Dejamos
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enfriar el bloque a temperatura ambiente antes de cortar.

2.5 Técnica inmunohistoquimica

Se obtuvieron secciones de 2 micras de grosor de cada matriz tisular, que se montaron

sobre portaobjetos especiales para inmunohistoquimica de Dako (Referencia K8020).

Los anticuerpos ERG, P504S, PSMA, PSA, B-catenina, RA, E-cadherina, FAP Y p53,
se introdujeron en el sistema automatizado PTLINK de Dako, que realiza de forma
automatica los pasos de desparafinacion, rehidratacién y desenmascaramiento antigénico. En
el caso de la Topoisomerasa-Ila se realizé la técnica de inmunohistoquimica siguiendo el

protocolo que se detalla a continuaciéon:

1. Desparafinacién

- Se pusieron las preparaciones histolégicas a 65°C durante un minimo de 30 minutos.
- Se incubaron en un primer xilol durante 15 minutos y luego se realizaron pases rapidos

por xilol limpio.

2. Rehidratacion
- Lavar con alcohol absoluto
- Lavar con alcohol al 70%
- Lavar con alcohol al 50%.

- Lavar bien con agua y agua destilada.

3. Desenmascaramiento antigénico

A continuacién, los anticuerpos ERG, P504S, PSMA, B-catenina, RA, E-cadherina, FAP
y p53, como antes se ha comentado, se introdujeron en el sistema automatizado PTLINK de
Dako con tampén comercial de Dako pH Alto (Enl/7sion™ FLEX Target Retrieval Solution,
High pH (50x) (DM828) cédigo K8000. Tampdn Tris/EDTA concentrado 50 veces, pH 9.

Para su uso se realizé una dilucién 1:50 con agua destilada).
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En el caso del anticuerpo PSA  se utilizé6 tampén comercial de Dako de pH Bajo
(EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (c6édigo K8005). Tampédn de citrato

concentrado 50 veces, pH 6,1. Para su uso se realizé una dilucién 1:50 con agua destilada).

El anticuerpo Topoisomerasa Ila se incubé en tampén comercial de Dako con pH Alto
(EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (DM828) codigo K8000. Tampdn
Tris/EDTA concentrado 50 veces, pH 9. Para su uso se realizé una dilucién 1:50 con agua

destilada) durante 3 minutos a 1,5 atmésferas de presién en autoclave.

Una vez realizada la descompresion del autoclave se dejaron enfriar las preparaciones en
el tampén y después se lavaron con agua, agua destilada y por ultimo con tampén TBS
comercializado por Dako (Enl/Zsion™ FLEX Wash Buffer (20x) (DM831). Solucién salina
tamponada con Tris que contiene Tween 20, concentrada 20 veces, pH 7,6 (£0,1). Para su uso
se realiz6 una dilucién 1:20 con agua destilada).

En el caso del sistema automatizado PTLINK una vez acabado el ciclo se pasaron las

preparaciones a TBS comercializado por Dako.

Todos los anticuerpos excepto la Topoisomerasa Ilo se introdujeron en el sistema de
tinciéon automatizado Awtostainerlink 48 de Dako, siguiendo un protocolo similar al descrito a
continuacién para la Topoisomerasa Ila.

Los pasos a seguit a continuacién (bloqueo de la peroxidasa, incubacién con
anticuerpo primario, sistema de visualizacién, visualizacién de la reaccién y tincién de

contraste) se realizan mediante el kit ENT/ISION FLEX (£8000) suministrados por Dako.

4. Bloqueo de peroxidasa end6gena (Topoisomerasa I1o)

Se incubaron las preparaciones en solucién de bloqueo de peroxidasa comercializada
por Dako (solucién tamponada que contiene perdxido de hidrégeno y conservante Referencia.
S2023) durante 10 minutos.

No se bloquea el colageno para evitar la tincién de fondo inespecifica ya que gracias a la
presencia de proteinas estabilizantes en los reactivos de Dako utilizados no es necesario (segun
recomendaciones de la propia casa comercial).

El resto de anticuerpos siguio el protocolo automatizado.
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5. Incubacién con anticuerpo primatio

- Lavar 3 veces con PBS o TBS

- Se diluyeron los anticuerpos puros (RA, Topoisomerasa II o y FAP) en diluyente de
anticuerpo comercializado por Dako (Enl/ision™ FLLEX Antibody Diluent Ref. KS006.
Tamp6n Ttis, pH 7,2 que contiene 15 mmol/L de NaN3 y proteina, listo para su uso).
Las concentraciones vienen dadas en la tabla para cada uno de los anticuerpos. El
resto de anticuerpos se reciben prediluidos y listos para usar.

- La Topoisomerasa Ila se incubé una hora a temperatura ambiente, el resto de

anticuerpos siguié los tiempos del protocolo automatizado.

6. Sistema de visualizacion

- Lavar 3 veces con PBS o TBS

- En el caso de la Topoisomerasa Ila se realizé una incubacién con ENTISION durante
30 minutos (Dako REAL™ Enl/ision™/ HRP, Rabbit/ Monse (ENV’) Ref. K5007). Para
los restantes anticuerpos se utilizé el sistema de visualizacion ENVISION FLEX vy los
tiempos del protocolo automatizado.

- Lavar 3 veces con PBS o TBS en todos los casos.

- Lavar con agua destilada.

7. Visualizacion de la reaccién

- Para la visualizacién de la reaccién se incubaron las preparaciones de Topoisomerasa Ila.
durante 5 minutos en DAB (Substrate Working Solution (CHROM) suministrada por el
kit Dako REAL™ EnVision™ Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse,
Cédigo K5007). El kit contiene un Frasco B (Dako REAL™ Substrate Buffer) con
250 mL de solucién tamponada que contiene petdxido de hidrégeno y conservante, y
un Frasco C (Dako REAL™ DAB+ Chromogen) con 5 mL. de concentrado 50 veces
tetrahidrocloruro de 3,3' diaminobencidina en disolvente orginico. La solucién
Substrate Working Solution, que contiene DAB (CHROM), se prepara mezclando bien 20
pL de Dako REAL™ DAB+ Chromogen (frasco C) y 1 mL de Dako REAL™

Substrate Buffer (frasco B). El sistema de sustrato produce un producto final marrén
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claro en el lugar del antigeno diana.

- Parar la reaccién lavando con agua destilada.

El resto de anticuerpos siguié el protocolo automatizado.

8. Tincién de contraste (Topoisomerasa Iloy)

- Se utilizé6 Hematoxilina 1 minuto.

- Se lavaron las preparaciones con agua corriente.
El resto de anticuerpos siguié el protocolo automatizado.
9. Deshidratacién (para todos los anticuerpos)
Se realiz6 con pases en alcoholes de graduacién creciente hasta etanol absoluto.
10. Aclarado (para todos los anticuerpos)
Se realizé mediante pases en Xilol.
11. Montaje (para todos los anticuerpos)
Se cubrieron las preparaciones con cubreobjetos y Entellan (medio de inclusion para
microscopia de MERCK).
2.6 Valoracion del patron de tincion
Para la interpretacion de los TMAs se realizé un estudio de todos los casos mediante el
examen microscopico por dos patdlogos de forma independiente, contrastindose los dos
resultados y haciendo una media entre ambos valores. En aquellos casos en los que la calidad
de la tincién o de la preparacién no permitieron la correcta evaluacién se etiquetaron como

“no valorable” y se excluyeron del estudio, considerandose como caso perdido.

Tanto la intensidad como la extension de la tincion fueron valoradas usando un sistema
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de puntuacién semicuantitativo, teniendo en cuenta el patrén de tincién caracteristico para
cada anticuerpo (segun el prospecto de la casa comercial y la descripcién del mismo en la
literatura)™”.

El criterio para la valoracién de la intensidad de los marcadores demembrana y

citoplasmaticos fue:

- 0: ausencia de tincién
- 1+: tincién débil
- 2+: tincidén moderada

- 3+: tincidn fuerte

El criterio para valoracién de la extension fue:

- 0: tincion inferior al 10% de las células
- 1+: tincién en menos del 25% de las células
- 2+: tincion entre 25-50% de las células

- 3+: tincidn en mas del 50% de las células

Ambas puntuaciones fueron sumadas, quedando una puntuacién final de 0 a 0,
considerandose positivo una puntuacién igual o superior a 3.

En aquellos casos en los que se tratara de un marcador nuclear (RA, p53 y ERG), el
sistema de puntuacién utilizado es diferente, determinando el porcentaje de células positivas
en 10 campos de gran aumento (X400).

En el caso del RA, se considera expresién positiva cuando su expresion en el nucleo

celular esta por encima del 50%.

En el caso de la proteina p53 también se consideré una tincién positiva cunado se
evidenci6 tincién de la misma fuera cual fuera la intensidad, pues observamos que eran muy
) £ 279
pocos los casos que mostraban positividad para esta proteina™".
Por dltimo, en el caso del ERG, en la literatura no hay especificaciones ni consenso en
dénde establecerlo. Por ello lo que hicimos fue realizar una curva ROC la cual nos dio como

mejor punto de corte el valor de 50%.
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3. BIOLOGIA MOLECULAR: GEN DE FUSION TMPRSS2-ERG.

Tras la confirmacién de la existencia de CaP en el bloque de parafina y seleccion de

aquel que tiene mayor carga tumoral, se obtienen 3 cortes de 20 pm que introducimos en

tubos Ependorff para la realizacién de la biologfa molecular. El material que vamos a obtener

de estas muestras es ARN mensajero (ARNm), y para ello previamente debemos desparafinar

el tejido. Se realiza siguiendo el protocolo de aislamiento de ARN de la casa Ambion® (Kiz

RecoverAN™ Total NucleicAcid Isolation Kif). A continuacién, se describe el protocolo seguido™ .

281

3.1 Aislamiento de ARN (FFPE)

—_

O o 1 &N Ul KA WD

13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.

. Poner el tejido (3 cortes de 20 um) en un tubo de Eppendorf estéril.

. Afiadir 1000 pl de xilol. Vortear vigorosamente e incubar 3 minutos a 50°C.
. Centrifugar a maxima velocidad 3 minutos.

. Decantar el sobrenadante (con pipeta) sin tocar el pellet.

. Repetir los pasos 2-4.

. Afiadir 1000 pl de etanol al 100% para quitar el xilol. Vortear.

. Centrifugar a maxima velocidad 3 minutos.

. Desechatr el etanol con la pipeta.

. Repetir el paso 6-8.

10.
11.
12.

Incubar a 37°C hasta que el etanol se haya evaporado.

Resuspender el pellet en 200 pl de tampén proteasa (Digestion buffer).

Afadir 4 pl de Proteasa (a -20°). Vortear e incubar a 50°C durante 45 minutos
vorteando ocasionalmente.

Vortear e incubar a 80°C 15 minutos vorteando ocasionalmente.

Afadir 240 pl de Isolation additive y vortear.

Anadir 550 pl de etanol 100% frio (-20°C) y mezclar bien con la pipeta.

Montar la columna de extraccidn, pasar 700 pl de la mezcla, centrifugar 30
segundos a 10000 rpm y desechar el liquido que queda en el tubo. No introducir en el
tubo la parafina que se haya deshecho.

Repetir el paso 16 hasta haber pasado todo el liquido (2 veces).

El filtro de la columna se lava con 700 pl de Wash 1.

Centrifugar 30 segundos a 10000 rpm.

79



MATERIAL Y METODOS

20. Eliminar el liquido.

21. Lavar con 500 pl de Wash 2/3.

22. Centrifugar 30 segundos a 10000 rpm.

23. Eliminar el liquido.

24. Dar un spin de 20 segundos para acabar de secar la columna.

25.  Preparar el mix para la digestion enzimatica con ADNasa (4ul de ADNasa a -
20°C, 6 pl de Tampén 10X ADNasa, 50 ul de agua libre de ARNasa).

26. Anadir 60 pl a la columna e incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

27. Lavar con 700 ul de Wash 1.

28. Incubar 1 minuto a temperatura ambiente.

29. Centrifugar 30 segundos a 10000 rpm.

30. Eliminar el liquido.

31. Lavar con 500 pl de Wash 2/3.

32. Centrifugar 30 segundos a 10000 rpm.

33. Eliminar el liquido.

34. Repetir los pasos 31-33.

35. Pasat la columna a un tubo limpio y afiadir 30 pl de agua libre de ARNasa.

36. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.
37. Centrifugar 3 minutos a maxima velocidad.
38. Repetir la elucién con otros 30 ul (60 pl totales).

39. EI ARN obtenido se mantiene en congelador, a -80°C.

3.2 Cuantificacion de Ia concentracion de ARN

A continuacién, cuantificaremos la concentracién de ARNm obtenida mediante el uso
de un espectrofotémetro, en concreto con el NanoDrop® ND-1000 (ThermoFisher Scientific ®),
midiendo la absorcién de luz ultravioleta (UV) con una longitud de onda de 260 nm. Este
tiene un espectro total de 220-750 nm y mide concentraciones de acidos nucléicos con 1 ul de
muestra con exactitud. Tiene la capacidad de medir muestras muy concentradas, sin necesidad

de diluirlas.
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Para realizar la medicién seleccionamos ARN en el programa, realizamos el blanco con
agua libre de ARNasa. A continuacién introducimos 1,5 pul de ARN de cada muestra

realizaindose la medicion de forma automatica.

En la Figura 10 se observa la cuantificacién de una muestra FFPE con el ND-1000.

Re-hlank, Print Screen Measurement complete 10/07/2015 11:12
Measure Exit
Blark Print Feport ' Show Fieport User Default

Owverlay control| Clear graph each Sample |+ Sample Type RNA-D T‘
1813

18.00 /f""\\
1400 / \ Sarmple D
12.00

g / \

o

& 1000 Sample# 2

2 sm

g \ a| 230 Z|nm Abs. 7786

£

£ B0 \ A-260 10 mmpath  16.473
4.00 \ A-28010 rm path - 8636

200
\\ 260/200 191
0.00

2B0/230 272

1814
230 230 240 280 280 270 280 260 30n aln 320 330 340 380
Wavelength nm ng.l'uL 6589

3.5.2BD160-0.41/128/24

Figura 10: Curva de absorbancia de una muestra de ARN obtenida de material
FFPE en el ND-1000. Se pueden apreciar, ademas de la cuantificacién, los
ratios de absorbancia.

Ademis, para evaluar con precision la calidad de la muestra existen dos ratios que
debemos tener en cuenta que son el 260/280 y 260/230. El balance 260/280 propotciona
informacion sobre la presencia de proteinas y el 260/230 sobre el contenido en sales de la
muestra. No obstante, debido a la fragmentacién que sufre el ARN durante la fijacion con
formaldehido e inclusion en parafina (FFPE), esta medida espectrofotométrica es una
estimacion.

Para el ARN la ratio 280/260 debe estar por encima de 2, relaciones de pureza inferiores
pueden indicar la presencia de proteinas, contaminantes u otros componentes que absorben
fuertemente a 280 nm. El indice de pureza 260/230 debe estar entre 1,8 y 2,2 (si no es asi
puede tener influencia sobre la actividad polimerasa). Relaciones de pureza inferiores a los
valores esperados pueden indicar que la técnica de aislamiento utilizada puede requerir una

mayor optimizacién (Figura 11). Para estos casos se realiza un protocolo de purificacién de la
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muestra para concentrar y purificar el ARN.
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Figura 11: Curva de absorbancia de una muestra de ARN obtenida de material FFPE en el que se
pueden apreciar la presencia de sales en la muestra.

3.3 Protocolo de purificacion del ARN
El protocolo de purificacion utilizado fue el siguiente:
1. Partimos de 60 ul de ARN (si tenemos menos, diluir hasta 100 pl con TE low EDTA).

2. Afiadir en el siguiente orden:

- lpl de glicégeno (Carrier). Resuspender con pipeta (no vortex).

- 1/10 volumenes de acetato de sodio 3M pH 5,2 (10ul). Resuspender con
pipeta (no vortex). Importante que el pH del acetato de sodio sea el correcto.
- 2,5 volumenes (250 ul) de etanol absoluto frio (guardado en el congelador a -
20°C). Mezclamos bien invirtiendo el tubo varias veces.
3. Dejar precipitar con una de las dos opciones:
- O/Na-20C
- 1-2horas a -80°C
4. Centrifugar 10 minutos a 14000 rpm.
5. Decantar, sin perder de vista el pellet.

6. Lavar el pellet afladiendo 250 pl de etanol 70% frio (-20°C). No resuspender.
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7. Centrifugar 10 minutos a 10000 rpm.

8. Decantar sin perder de vista el pellet.

9. Sacar los restos del etanol con una punta de pipeta.

10. Dejar secar a temperatura ambiente con el eppendorf boca abajo, unos 20 minutos
(hasta que el pellet de ARN sea vea transparente).

11. Resuspender el pellet con el buffer TE Low EDTA o H20. Resuspender con pipeta.

12. En funcién del tamafio del pellet de ARN, afiadir mas o menos volumen (minimo
unos 20 pl hasta unos 60 l)

13. Cuantificar la muestra con el Nanodrop para conocer la concentracién y las ratios

A260/280 (>1,6-2), A260/230 (>1,5).

El ARN obtenido se mantiene en congelador, a -80°C, hasta el momento de realizar el

siguiente paso, la transcripcion reversa.

3.4 PCR Cuantitativa en Tiempo Real

La RT-PCR cuantitativa es uno de los métodos que mas se emplean para la deteccién
de translocaciones en muestras clinicas. En nuestro estudio, el objetivo es determinar si existe
un transcrito especifico resultante de la fusiéon entre dos genes.

LA RT-PCR consta de dos pasos; en el primero se usa la transcriptasa inversa (RT),
una enzima que sintetiza ADNc a partir de ARN. En un segundo paso se amplifica el ADNc
proveniente de nuestro transcrito diana llevando a cabo una PCR cuantitativa con sondas de
hidrdlisis o sondas Tagman especificas de los exones que flanquean los puntos de rotura de la

translocacion en estudio.

3.4.1 Transcripcion reversa

La transcripcion reversa consiste en la obtencién de cadenas de ADN complementario
(ADNCc) a las monohebras de ARN que hemos extraido de las diferentes muestras. La técnica
se basa en la capacidad que mostraron ciertos virus cuyo matetrial genético es ARN, de
convertir éste en ADN gracias a una ADN polimerasa ARN dependiente. Esta técnica nos

permite obtener el ADNc de los mensajeros de ARN correspondientes a los genes que se
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estan expresando en el momento en el que recogimos las muestras. Para la sintesis del ADNc
se usa el High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems®). Este utiliza como
polimerasa la MultiScribeTM  Reverse Transcriptase, una transcriptasa reversa recombinante,
procedente del virus de la leucemia murina de Moloney (rMoMuLV). El kit estid optimizado
para realizar la retrotranscripcién en un volumen total de 20 pL y permite convertir hasta 2 pg

de ARN en ADNec. El procedimiento seguido es el siguiente:

1. Descongelar las muestras en hielo.

2. Cuantificar con NanoDrop® ND-1000 (ThermoFisher Scientific) justo antes de la
retrotranscripcion para ajustar la cantidad de ARN en cada muestra .

3. Preparar disoluciones de 10 pL de cada muestra de ARN en agua libre de ARNasas para
obtener la misma concentracién en todas ellas (200 ng totales).

4. Preparar 10pL de RT master mix al 2x con los reactivos proporcionados en el kit, con los
volimenes que se reflejan en la Tabla 8 por cada reaccién que vayamos a realizar. Mezclar bien
y poner en hielo.

5. Afiadir 10 pL. de ARN muestra a cada reaccion, mezclar bien y centrifugar brevemente para

que bajen todos los componentes de las paredes del tubo.

Tabla 8: Composicién de la mezcla necesaria para obtener ADNc desde ARN. A este volumen se le
afladiran 10 pl. de la disolucién adecuada de ARN.

Reactivo Volumen (ul) por reaccion Concentracion final
RT Buffer 2,0 10X
dNTPMix (100 mM) 0,8 25 %

RT randomprimers 2,0 10X
Multiscribe™ Reverse Transcriptase (20 U/ pl) 1,0 20U
Inhibidor de ARNssas (5o U/ pl) 1,0 soU

Agua libre de ARNisas 3,2 -

Total por reaccién 10 -

6. Programar el termociclador con el programa adecuado (Tabla 9) e introducir los tubos de
reaccién en el mismo (Applied Biosystems modelo Mastercycler ProS). El termociclador es un
instrumento que es programado para un rapido calentamiento, enfriamiento y mantenimiento

de las muestras durante varias veces.
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Tabla 9: Programacién del termociclador para el proceso de RT

Paso1 Paso2 Paso3 Paso4

Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tiempo (min) 10 120 5 00

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

Es conveniente, antes de proseguir manipulando el ADNc, comprobar la eficacia de la
etapa anterior. Asi, para verificar que la transcripcién reversa ha transcurrido con éxito, es
adecuado realizar también a modo de control interno una PCR de un gen que se exprese
constitutivamente. Los genes mas utilizados como controles endégenos son: tRNA 18S,
GAPDH, beta-actina, TBP, HPRT, beta-2-microglobulina, entre otros. En el presente estudio
hemos utilizado la PCR del gen 18S.

3.4.2 Cuantificacién relativa por PCR a tiempo real

El siguiente paso es analizar el nivel de expresién del transcrito producido por la
fusion TMPRSS2/ERG mediante PCR cuantitativa (qPCR) o a tiempo real (RT-PCR).

La gPCR es una variacién de la PCR estandar (ver PCR estindar en apartado 2.5.1)
utilizada para la cuantificacién de ADN o ARN. Utilizando cebadores especificos de una
secuencia es posible determinar el nimero de copias o la cantidad relativa de una determinada
secuencia de ADN o ARN. Existen basicamente dos estrategias de cuantificacion: absoluta y
relativa.

- La cuantificacién absoluta necesita de una curva de calibracién hecha con un estindar
homélogo con el ADN blanco, y se expresa como copias por UL o como unidades de
concentracion.

- La cuantificacién relativa: en esta se compara entre las diferentes muestras la expresién
del gen objeto del estudio respecto a la expresién de un gen constitutivo cuya
expresion no varfa en las condiciones del experimento (control endégeno). Es lo que

se denomina como normalizacién de la expresion del gen especifico. En este caso si la
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cantidad de control endégeno varfa es debido a cambios en la cantidad de ARN total

empleada en la sintesis de ADNc y no a cambios en su expresion.

En nuestro caso empleamos la modalidad de qPCR relativa.

Para la cuantificacién, se mide en cada ciclo la cantidad de amplicén producido y un
amplicén no es mas que la secuencia amplificada. Esta cuantificacién es posible gracias a la
adicién de flouréforos que se unen al amplicén de una forma cuantitativa, de forma que a
mayor producto de amplicén mayor fluorescencia se emitird. Los sistemas de qPCR detectan
la cantidad de fluorescencia producida en cada ciclo de PCR y los softwares de analisis
representan dicha fluorescencia graficamente respecto al numero de ciclos. La cantidad de
amplicén producido es proporcional al nimero de moléculas de ARN/ADN, de forma que en
aquellas muestras con mayor expresion del gen, el amplicén fluorescente aparecera en ciclos
anteriores.

Para esta reaccién utilizamos los siguientes componentes:

El ADNc que queremos valorar

- La Taq Polimerasa:a enzima responsable de la sintesis de las nuevas cadenas (en nuestro
estudio la TagMan Gene Expression Master Mix)

- La pareja de cebadores (o primers)

- Un oligonucleétido que contiene un fluordforo (o reporter en su extremo 5°, que se

intercala en el surco menor del DNA) y un inhibidor de la fluorescencia (o guencher, en

3’ de la cadena)

Cuando se desatrolla la polimerizacion a partit de los cebadores, la TagMan®
polimeriza de 5 a 3’ y cuando encuentra el oligonucleétido unido al molde de ADNc su
actividad 5” exonucleasa lo hidroliza, separando al reporter del quencher, y permitiendo asi que se

libere la fluorescencia (Figura 12).
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Tag poiymerase

S Uso de “secuencia especifica
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Actividad 5' nucleasa

Separacion reportero-quencher

Figura 12: Sistema de deteccién especifico TagMan.

La PCR cuantitativa en tiempo real, se realizé en placas multipocillo de 384 pocillos, con
tapas opticas, y se utilizé el sistema ABI Prism 7900 HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems®) para la reaccién, que se realizé utilizando una mezcla de reactivos que se detalla

en Tabla 10.

Tabla 10: Mezcla de reactivos para la PCR cuantitativa.

Componentes Volumen (pl) por reaccion
TagManGene Expression Master Mix 5

20x cebadores-sonda 0,5

Agua libre de ARNsas 3,5

ADNCc! I

Total por reacciéon 10

'El ADNc procede de la retrotranscripcion de 200 ng de ARN totales.

Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Se opté por la utilizacion del gen 18S
como control interno (gen de referencia) en cada muestra. Al gen de referencia se le realizé en
idénticas condiciones los mismos ensayos que al gen de fusién. El analisis de los valores de
fluorescencia fue interpretado con el software RQ Manager (Applied Biosystems), y los

calculos se realizaron con hojas de calculo en Excel (Microsoft Office, Madrid, Espafia).

Los cebadores utilizados fueron todos TagMan® Gene Expression Assay (Applied

Biosystem ®) que contienen la secuencia del cebador méas el MGB (minor groove binding)
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que es el oligonucleétido, marcado con FAM como fluoréforo. Las referencias se muestran en
la Tabla 11. El programa para el procesamiento de la informacién fue SDS 2.4 (Applied

Biosystem ®) con el programa de temperaturas y ciclos en modo “Standard”, que consiste en:

- 2 minutos a 50°C
- 10 minutos a 95°C

- 40 ciclos de: 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C

Tabla 11: Descripcién de cebadores, referencia del fabricante y su funcién en la reaccién.

Gen Referencia Funcién Tamafio (pb)
18S Hs 99999901 st Gen referencia 187
TMPRSS2-ERG fusién  Hs_03063375_ft  Transcrito en estudio 106

El caso se considerd positivo cuando habfa amplificacion de la fusion en las dos
réplicas. En el caso de que s6lo una réplica fuese positiva se repiti6 el estudio utilizando tres
réplicas. Finalmente se considerd positividad de la muestras siempre cuando dos de las tres

réplicas produjesen amplificacién (Figura 13).

ARN vs Cycle (Log)
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2 “ L] 8 "W 2 1" 18 ] a0 2 2 . ] » ] - » »n 0
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ARnN vs Cycle (Log)
10
B)
1
% 0.1
g
001 18S
a0t L PN S 11 . SR A — |
Cycle
Figura 13: A) Caso con presencia de la fusion TMPRSS2/ERG. B) Muestra con
TMPRSS2/ERG negativa.

88



MATERIAL Y METODOS

3.4.3 Método de cuantificacién

Existen principalmente dos métodos de cuantificacién, dependiendo de si la eficiencia

de la amplificacion del gen objeto del estudio y el gen de referencia son comparables:

- Método del 2744 se comparan directamente los valores del ciclo umbral (Ct) del gen
testado y los valores Ct del gen de referencia (ACt) en cada muestra, y posteriormente
se comparan los ACt de la muestras experimental con respecto a la muestra control.
Para aplicar dicho método es necesatio que las eficiencias de ambos genes sean
similares. Es un modelo que no requiere el cilculo de las eficiencias de la reaccién, ya
que asume que las sondas TagMan ya estin perfectamente testadas, por lo que la
eficiencia es del 100% en la cuantificacién del gen problema y del gen control.

- El otro método se basa en la utilizacion de una recta estandar a partir de ADNc de
concentraciones conocidas, y extrapolar la concentracién del gen en la muestra
experimental a partir del Ct obtenido. Posteriormente se calcularia la relaciéon entre la
cantidad del gen testado y el gen de referencia, y se compararfa dicha relacién entre las

muestras.

En nuestro estudio hemos utilizado el método de cuantificacién del 272, Para ello se
ha requerido del termociclador ABI Prism 7900 HT Sequence Detection System (Applied
Biosystem) el cual proporciona los valores de fluorescencia detectados por la amplificacion
del ADNc, como se puede apreciar en las curvas proporcionadas (Figura 14). Con el
programa RQ Manager (Applied Biosystem) se elimina el ruido de fondo mediante el
establecimiento del Threshold, y asi, el programa extrae los valores correspondientes de Ct
para cada muestra. El Ct es el ciclo en el que la amplificacién del ADNc proporciona una
intensidad de fluorescencia suficiente y comparable, y que se adecua a cada placa de

muestras valoradas.
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Figura 14: Grafico proporcionado por el programa Expression Suite Software v1.0.1 (Applied
Biosystem), representa la variacion de fluorescencia con respecto al ciclo de amplificacion.

3.5 Secuenciacion

Con el objeto de corroborar los resultados obtenidos por PCRq se utilizé6 la técnica de
PCR cualitativa (RT-PCR) como segundo método de determinacién y posteriormente la
secuenciacion. Para ello se escogieron 80 muestras al azar y se procedié a realizar su estudio.

Se verificé que la calidad del ARN de las muestras y que la transcripcion reversa habfa
transcurrido con éxito realizando una PCR de un gen que se expresa constitutivamente
(B2microglobulina).

Los pasos realizados fueron los siguientes:

- Técnica de la PCR: amplificacién de la fusion TMPRSS2 exén 1/ERG exén 4 y del
gen constitutivo 2 microglobulina

- Purificacion de los productos de PCR (tratamiento del producto de PCR con
Exonucleasa I y SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase)

- Reaccién de secuenciacién

- Purificacion de la reaccién de secuenciacion

- Secuenciacién y analisis de las secuencias en la base de datos.
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3.5.1 Técnica de la PCR

En una reaccion de PCR, el primer paso es la preparacion de la muestra de ADN que es
extrafda de varias fuentes bioldgicas o tejidos. En la PCR, el ADN o gen a amplificar se define
como diana (farge?) y los oligonucleétidos sintéticos utilizados se definen como cebadores (o
primers). Un set de 2 cebadores de entre 20-45 nucleétidos son sintetizados quimicamente para
que se correspondan con los extremos del gen a amplificar. Cada cebador se une a uno de los

extremos de cada cadena de ADN y es el punto de inicio de la amplificacion.

Una reaccion tipica de PCR contiene ADN molde, Taq polimerasa y los 4 ANTPS en un
tampén de reaccién apropiado. El volumen total de reaccién es de 25-50 pl. En el primer paso
de la reaccion de PCR, las cadenas complementarias de ADN se separan (desnaturalizadas) la
una de la otra a 94°C, mientras que la Taq polimerasa permanece estable. En el segundo paso,
conocido como emparejamiento, la muestra es enfriada a una temperatura entre 40-65°C que
permita la hibridacién de los 2 cebadores, cada uno a una hebra del ADN molde. En el tercer
paso, conocido como extension, la temperatura es elevada a 72°C y la Taq polimerasa afiade

nucleétidos a los cebadores pata completar la sintesis de una nueva cadena complementatria.

Estos tres pasos, desnaturalizacién-emparejamiento-extensioén, constituye un ciclo de
PCR. Este proceso se repite durante 20-40 ciclos amplificando la secuencia objeto
exponencialmente (Figura 15). La PCR se lleva a cabo en un termociclador. El producto
amplificado es luego detectado por separacion de la mezcla de reaccion mediante

electroforesis en gel de agarosa.
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Figura 15: Pasos de la técnica de PCR.

En las Tablas 12, 13 y 14 se especifican las condiciones de reaccién, amplificacién y
cebadores empleados para llevar a cabo la PCR convencional de deteccion del transcrito de

fusién y del gen constitutivo B2 microglobulina:
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Tabla 12: Mezcla de reaccién para llevar a cabo la PCR convencional.

Componentes Volumen por reaccion (uL) Concentracion final
AmpliTaq Gold 360 Master Mix 12,5 2%
(AppliedBiosystems)

Primer Forward (15 uM) I 0,6 uM
Primer Reverse (15 M) 1 0,6 UM

Agua libre ARNsa 85 -

ADNCc (200 ng de ARN total) 2 -

Volumen final 25 -

Para realizar esta PCR se emple6 el termociclador de Eppendof Mastercycler proS.

Tabla 13: Condiciones para la PCR cualitativa

Temperatura (°C) Tiempo (min.) Ciclos

95 10 I
94 I 38
60 1 38
72 I 38
72 10 I

Tabla 14: Secuencias de primers para la amplificaciéon de la fusién TMPRSS2-ERG ex6n 4 y de la 2
microglobulina.

Primer Secuencia (5™-3%) Nombre amplicén Producto amplificado

TMP-1.RF  TAGGCGCGAGCTAAGCAGGAG
ERGP1.RR  GTAGGCACACTCAAACAACGACTGG
MGBR.RF CTCGCGCTACTCTCTCTTTCT
MGBR.RR  TGTCGGATTGATGAAACCCAG

TMPRSS2-ERGexén4 124 pb

B2 microglobulina 111 pb

El resultado de la PCR se analiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%,
previamente cargado con las muestras de interés y controles, bajo un campo eléctrico de 120V

durante 40 min. (Anexo 2).

Cargamos una alicuota de la reaccion en un gel de agarosa al 2% con RedSafe

(ChemBio), en transiluminador UV. Se comprueba el tamafio esperado, su intensidad, la
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ausencia de amplificaciones inespecificas, la ausencia de dimeros de cebadores y la ausencia de

sefial en las reacciones utilizadas como control negativo (sin ADN molde).

3.5.2 Purificacién de los productos de PCR

Una vez verificada la obtencién del producto de PCR, cualquier resto de nucle6tidos
no consumidos y/o cebadores remanentes en el producto de PCR debe ser eliminado, al

poder interferir en la posterior reaccién de secuenciacion.

Esta purificaciéon se lleva a cabo con el producto ExoSAP-IT (Amersham-Biosciences)
que utiliza dos enzimas hidroliticas, la Exonucleasa I y la Fosfatasa Alcalina para eliminar esos
restos no deseados y preparar el producto de PCR para el siguiente paso. A pesar de que el
protocolo comercial indica volimenes mayores, las siguientes indicaciones han dado
resultados satisfactorios reduciéndolo en gran medida. Afiadir 1 pL. de ExoSAP-IT (USB) en 5
pL de producto PCR. Luego, en un termociclador incubar a 37°C durante 15 min., seguido de

un paso final a 80°C durante 15 minutos.

3.5.3 Reaccion de secuenciacion

Una vez tenemos el producto de PCR purificado, se lleva a cabo la reacciéon de
secuenciacién en la que las bases nucleotidicas, de las secuencias amplificadas, quedan
marcadas con fluorescencia para poder ser detectadas en el secuenciador. Para ello el kit
comercial BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (AppliedBiosystems) ofrece
resultados satisfactorios. A pesar de que el fabricante indica un protocolo a seguir con unos
volimenes especificos que aseguran el correcto funcionamiento de los reactivos, la
modificacién de los protocolos del fabricante funciona siempre correctamente, consiguiendo

reducir drasticamente el volumen del Big Dye.

Para realizar la reaccién de secuenciacion hay que preparar el mix detallado en la Tabla
15 (mezcla de componentes por cada reaccion de 10 ul )y programar el siguiente perfil de PCR en

un termociclador: 96°C, 1 min./ (96°C, 10 seg./ 55°C, 5 seg./ 60°C, 4 min. ) x 36 ciclos.
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Tabla 15: Mezcla de componentes para secuenciacion.

Componentes Cantidad (uL)
sX LS
BigDye 0,5
Template 1-5
Primer (3,2 pmoles/uL) 1

Agua -
Volumen final 10

3.5.4 Purificacion de la reaccion de secuenciacion.

La purificacién del producto obtenido en la reaccién de secuenciacion se llevo a cabo

utilizando el kit comercial Performa® DTR Gel Filtration Cartridges (EdgeBio).

Procesamos los productos de PCR pasindolos por columnas de purificacion.
Centrifugar las columnas de purificacién (Edge Biosystems) 3 minutos a 3000 rpm y descartar
el eluido. Poner la columna en un nuevo tubo tipo eppendorf. Pipetear todo el producto de

secuenciacion (10 ul) dentro de la columna. Volver a centrifugar 3 minutos a 3000 rpm.

3.5.5. Secuenciacion y analisis

En nuestro caso, el servicio de Anatomia Patolégica de la Universidad de Valencia
dispone de un secuenciador automatico Applied Biosystem 310, que se basa en el método de
secuenciacion de Sanger. El andlisis de los electroferogramas obtenidos se llevé a cabo con el

software Analysis sequencing v 5.1.1 de ABL

Los cromatogramas obtenidos se alinearon frente a la siguiente secuencia consenso:
TMPRSS2-ERG exon 4 (GenBank: DQ204772.1)
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ204772.1):

CTAGGCGCGAGCTAAGCAGGAGGCGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGG
GGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCCTTATCAGTTGTGAGTGAGGACC
AGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC
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4, ESTUDIO DE LA METILACION DEL ADN

4.1 Andilisis de Ia metilacion del gen PITX2

Para nuestro estudio de la metilaciéon del ADN hemos seleccionado el gen PITX2
(ID: 5308, NC_000004.12). La region diana en la que se ha realizado el estudio de metilacién
estd localizada en el dominio del gen PITX2 localizado en chr4:111538580-111565079.
Nuestro estudio se centré en evaluar la metilacién de la regiéon promotora en sitios con alta
densidad de islotes CpG. La regién que seleccionamos rica en CpGs en la posiciéon del
cromosoma 4 es: 111542063-111544464 (2401 bp), localizada en la banda 4g25 y con un
contage de 196 CpGs y un ratio observado de CpG de 0.8. (Figura 16).
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Figura 16: Regién analizada del gen PITX2 para el estudio de metilacién.
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4.2 Epityper (Sequenom)

El estudio de la metilacién de un gen dnico puede realizarse mediante una técnica
basada en la conversiéon del ADN mediante el método del bisulfito y posterior analisis
mediante espectrometria de Masas MALDI-TOF. Siguiendo esta estrategia, la tecnologia
EpyTYPER by Sequenom es uno de los procedimientos mas sensibles y optimizados y también
se recomienda para estudios en un tnico gen en aplicaciones clinicas. EpyTYPER consiste en
un tratamiento del DNA con bisulfito seguido de una reaccién de PCR en la cual se introduce
una etiqueta T7 de la polimerasa. Tras este paso, se realiza una transcripcién in vitro con la
polimerasa T7, seguido de una rotura especifica en uracilos generada por la ARNasa A. Esta
rotura produce fragmentos de diferente tamafio que depende de la presencia original de las

citosinas metiladas™(Figura 17).
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Figura 18: Proceso seguido para el estudio de la metilacion del ADN segin la metodologia
Sequenom (esquema obtenido de Sequenom DINA methylation Analysis Protocol).
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4.3 Seleccion del amplicon
A continuacién pasamos a identificar el amplicon que debemos seleccionar para el

estudio. Para ello se accede a la web www.epidesigner.com y se obtienen los amplicones

recomendados para el estudio de metilacién de este gen®™ (Figura 18).
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Figura 18: amplicones de la secuencia promotora del PITX2

Los amplicones recomendados son el 8, 11 y 15 tal y como se muestra en las figuras 19-
21.
De los tres finalmente se selecciona el amplicon 15 para el estudio de metilacién del gen

PITX2, y en la misma pagina web se obtienen los primers especificos requeridos (Figura 22).

98



MATERIAL Y METODOS

rroshti a2 b (fram 552 e 874) with Cararageiid
P P T i) Ry

= 2z . P

Figura 19: Representacioén del amplicon 8

it
S tarveest

rimer ol
0

T om0 am 0 M0 WD Wl e UM MM 0 umo o

[product:ase be (fm 736 £ 1333) ith Cavarape: 16

Base Pairs on nged Secuence.

Figura 20: Representacion del amplicén 11

8 Notcovered

e 815
L] 148 1300 " L 5% res e AL

[rogut: 428 be (freem 1363 ta 1796 with Cavarager?
£l T T FTi] T

= a2 al et

Base Pairs on Input Sequence

Figura 21: Representacién del amplicon 15

99



MATERIAL Y METODOS

15 LEFT PRIMER 1368 25 5894 32 4 GAAMATTGTTTGTTAGGGTTGAGATT
RIGHT FRIMER 1796 25 6066 32 5 AAAMACATTAAACCATTTCCTTCACC
FPRODUCT Size: 428, MNoof CpG's . 7, Coverage - 7

Figura 22: Primers para el estudio del amplicén 15

4.4 Metodologia del anilisis

Este ensayo requiere 1 pg de ADN a una concentracién de 50 ng/pL. (méximo 20 uL).
Este ADN es convertido mediante el método de bisulfito utilizando el kit EZ kit de
metilacién del ADN (Zymo Investigacién, Orange, CA) segun las instrucciones del fabricante,

este kit sigue el protocolo de Paulin et al. estandarizado en el 1998°*,

Las reacciones de PCR se llevan a cabo en un volumen total de 5ul, 1 pmol de cada
primer del gen de interés, 40 uM dNTPs, 0.1U Hot Star TagDNA polimerasa, 1,5 mM de
MgCI2 y buffer de PCR, con un paso de preactivacion de 15 min a 95 °C, 45 ciclos a 95 °C de
20s, 62 °C durante 30 s y 72 °C 30 segundos seguido de un paso final de 72°C de 3 min. Los
dNTPs no incorporados se defosforilan mediante la adicién de 1,7 uL. de H20 y 0.3 U de
fosfatasa alcalina (Seguenom, San Diego), durante 20 min a 37 °C y una posterior inactivacién
de 10 min a 85 °C.

A continuacién, 2 pl. de la reaccién de PCR se utilizan junto con 20 U de la T7 ADN
polimerasa, 1 mM dNTPs, segin las instrucciones del fabricante. En el mismo paso se
produce la transcripcién in vitro de la ARNasa A (Seguenom, San Diego) que degrada en
funcién del contenido en Uracilos, en un volumen final de 27 ul..

Finalmente 15 nL se dispensan con el robot en la matriz de silicio del SpectroCHIP®
(Sequenom Inc, San Diego, CA) y analizados segin el procedimiento del espectrémetro de

masas MassARRAY (Bruker-Sequenom).
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

Para el analisis estadistico se recogieron todos los datos de las historias clinicas y los
resultados de los estudios experimentales en una base de datos mediante el programa SPSS
Version 22.0.0.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) con el que también se realizaron los estudios

estadisticos.

El analisis estadistico busca obtener relaciones entre las variables clinico-patolégicas y
los hallazgos de los estudios de expresién inmunohistoquimica, de biologfa molecular (fusién
del gen TMPRSS2) y epigenética (metilacién del gen PITX2). También evaluamos si las
vatiables experimentales en estudio tienen valor predictivo respecto a la supervivencia libre de

recidiva bioquimica.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron con una significacién del 0,05 y las

estimaciones con un intervalo de confianza de 95%.

5.1 Estadistica descriptiva

El analisis descriptivo inicial contiene los estadisticos basicos de las variables continuas:
media, desviacién estindar, minimo, maximo y mediana; asi como distribucién de frecuencias

y porcentajes para las variables categéricas.

5. 2 Estadistica analitica

Se ha realizado un analisis bivariante que engloba todos los contrastes estadisticos
necesarios para evaluar la relacién entre gen de fusién, la metilacién del gen PITX2 y los
marcadores inmunohistoquimicos con las variables clinicas e histolégicas.

Antes de comenzar el analisis, se ha comprobado la normalidad mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov (K-S) como prueba de ajuste a una distribucién normal de las variables
continuas del estudio. La aceptacién de la normalidad permitiria la aplicacién de pruebas de
tipo paramétrico; mientras que la no aceptacion determinara el uso de no paramétricas. Los

contrastes realizados en este estudio son mediante las siguientes pruebas no paramétricas:

101



MATERIAL Y METODOS

- Chi cuadrado (X?): lo utilizamos para determinar si dos variables cualitativas estin o
no asociadas.

- Test exacto de Fisher: se ha utilizado en aquellos casos en que queremos analizar si
dos variables dicotémicas estin asociadas cuando la muestra a estudiar es
demasiado pequefia (<5) y no se cumplen las condiciones necesatias para la
aplicacion del test X7

- Prueba de Mann-Whitney (M-W): utilizada para contrastar si la distribucién de un
parametro continuo, es o no la misma en dos muestras independientes.

- Prueba de Kruskal-Wallis (K-W): la hemos aplicado para contrastar si la
distribucién de un parametro continuo, es o no la misma en mas de dos muestras
independientes.

- Cocficiente de correlaciéon de Spearman: utilizada para establecer si existe

correlacion entre dos variables continuas.

Ademis, se ha realizado un modelo multivariante que estima la relacién o asociacién
entre dos variables teniendo en cuenta que puede haber otros factores que modifiquen esa
relacién, en concreto, un modelo de regresion logistica binaria. Este se ha realizado para
determinar qué variables se asocian a una mayor probabilidad de recidiva al afio y a los 5 aflos

de la cirugfa en funcién de una serie de variables independientes.

5.3 Andlisis de supervivencia

Analisis univariante

Se realizara analisis de supervivencia en base al tiempo de recidiva bioquimica por medio
de la funcién de supervivencia de Kaplan-Meier aplicindose el test estadistico /Jog-rank.
Consideramos inicio del proceso la fecha de la prostatectomia radical y como final la fecha de
la recidiva bioquimica si la hay, o el dltimo seguimiento o exitus del paciente si no la hay. Se
evalia si las wvariables clinico-patolégicas y los matrcadores del estudio (marcadores
inmunohistoquimicos, la presencia del gen de fusién y el grado de metilacién del gen PITX2)

implican una relacién con superviviencia libre de RBq.
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Analisis multivariante

Para en analisis multivariante de la supervivencia se ha utilizado el andlisis de Regresion
de Cox el cual permite modelizar la supervivencia en funcién de un factor o conjunto de
factores independientes. Permite la estimacién de parametros relacionados con el riesgo de
recidiva que tiene un paciente por tener unas determinadas caracteristicas. Este modelo nos
permite identificar los factores que influyen en el tiempo hasta la recidiva bioquimica desde un
punto de vista multivariante de manera que se trata de una representacién mas fiable de lo que
pasa en la realidad.

El método empleado para la incorporacion de las variables es el de “seleccion hacia
adelante (Wald)”. El p-valor del estadistico de Wald de entrada al modelo es de 0,05 y el de
salida del mismo 0,1.

El Analisis de Cox exige establecer, para cada factor independiente, una categoria de
referencia; ya que se va a comparar por cudnto se multiplica el impacto o tasa de riesgo si el
paciente pertenece a una determinada categoria respecto a la de referencia. En el estudio, se ha
considerado la 1* categorfa de cada factor como la de referencia, es decir, la de menor
gravedad.

Se determiné si los marcadores inmunohistoquimicos, la presencia del gen de fusién o la
metilacién del gen PITX2 son wvariables predictoras, ajustadas por las variables clinico-
patoldgicas. Consideramos como variable dependiente el tiempo en que se produce la recidiva
bioquimica. La medida de efecto de cada variable se calculé a través del Hazard Ratio (HR) o

riesgo relativo (RR).
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1.  ESTADISTICA DESCRIPTIVA

1.1 Variables clinicopatoldgicas

A continuacién en la Tabla 16 se muestran las variables clinico-patolégicas del estudio.

Tabla 16: Frecuencia de variables clinico-patolégicas en la serie estudiada.

Variable clinico-patolégica Frecuencia N( %) Variable clinico-patolégica Frecuencia N( %)
Edad (Media + DE) 64 +5,4 Estadiaje pieza
PSA T2 168 (78,9)
T3 45 (21,1)
<10 154 (71,6)
10-20 52 (24,2) Gleason pieza
>20 9 (4,2) <7 60 (28,4)
Estadiaje clinico >77 2074(?(_‘;9;;)
T: 148 (68,8) ’
T2 66 (30,7) Invasién perineural
T3 1 (0,5) St 43 (20)
Gleason biopsia Ne 172 (g°)
<7 127 (59,1) Mirgenes positivos
7 71 (33) St 83 (38,6)
>7 17 (7,9) No 132 (61,4)
Grupos de riesgo Ganglios positivos
Bajo 45,6 Si 9 (4,2)
Intermedio 42,3 No 206 (95,8)
Alto 12,1 o . .
Recidiva bioquimica
Si 79 (36,7)
No T 36 (63>3)

Observamos que existe un llamativo infraestadiaje en el Gleason, mostrando un mayor
grado las piezas de PR que los cilindros de la biopsia prostatica (Figura 23). Ademas también
es de resefiar que practicamente todos los pacientes son estadios T1 o T2, ya que el estudio
corresponde a una época donde los CaP a los que se indicaba cirugfa era los clinicamente

localizados, de ahf también que predominen los grupos de riesgo bajo e intermedio.
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Gleason de la biopsia Gleason de la pieza

7 >=7
33,0%

22,3%

7
49,3%

<7

<7 28,4%

59,1%

Figura 23: Infraestadiaje de Gleason en biopsia prostatica.

1.2 Marcadores inmunohistoquimicos

Para el estudio inmunohistoquimico se distribuyeron los pacientes en 6 matrices
tisulares sobre los que se analiz6 la expresion de las proteinas FAP, PSA, PSMA, P504S
(Racemasa), Topoisomerasa Ila, E-cadherina, P-catenina, p53, RA y ERG. Finalmente
contamos con 201 casos, pues en 14 casos no fueron vilidos por la mala calidad de la

muestra.

En la Figura 24 se pueden apreciar ejemplos de las tinciones IHQ de los marcadores

proteicos estudiados en la presente tesis.
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Figura 24: Inmunohistoquimica de diferentes marcadores estudiados, donde observamos en la
izquierda la H-E y a la derecha la tincién IHQ. A: PSA, B:PSMA, C:Racemasa, D:RA, E:f-catenina,
F:E-cadherina, G: p53, H: ERG negativo, I: ERG positivo.

De todos ellos el porcentaje de sobreexpresion en la serie de casos se muestra en la

Tabla 17.
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Tabla 17: Frecuencia de positividad de los
diferentes marcadores  inmunohistoquimicos.

Expresion marcador (%)

Marcador Negativa Positiva
ERG 64,1 3559
Pso4S 5757 43,3
PSMA 27,6 72,4
PSA 15,6 84,4
ps3 80,5 13,5
(-catenina 39,2 60,8
RA 56,6 43,4
Topoisomerasa-Ila 51 49
FAP 11,5 88,5
E-cadherina 85 91,5

Podemos observar que el marcador p53 se encuentra infraexpresado en las muestras de
CaP, mientras que marcadores como la E-cadherina, la FAP, el PSA y PSMA estin
sobreexpresados. En el caso de la proteina ERG el porcentaje de expresion estd por debajo

de la mitad de los pacientes.

1.3 Determinacion de TMPRSS2-ERG por qPCR.

De los 214 CaP analizados, 121 (56%) expresaron el gen de fusion TMPRSS2-ERG

determinado mediante PCR cuantitativa. (Figura 25)

Gen de fusion

B Positivo

ENegativo
2

Figura 25: Frecuencia expresion gen de fusion TMPRSS2-ERG qPCR
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En la Figura 26 se pueden ver los diagramas en cajas con los Ct (ciclo umbral)
obtenidos en el analisis de expresion del gen referencia y la fusion en estudio, lo que da una

idea de la dispersién de los datos adquiridos.

Cr vs Target

ann

s

cr
8
o

t

155
TeERG

Targat

u

[ | BEH] M T4-ERG

Figura 26: Diagrama de cajas en el que se representa Ct media para la
fusién y gen control analizado. Se muestra la dispersiéon de los datos
obtenidos. Los circulos negros representan el valor medio de Ct, mientras
que la batra horizontal dentro de la caja corresponde al valor mediano de
Ct. La barra horizontal final de la parte superior e inferior de cada caja
indica los valotes maximo y minimo de Ct. Los circulos blancos
representan valores de Ct outliers es decir los que superan 1,5 veces la
distancia entre los cuartiles primero y tercero. El tridngulo invertido sefiala
que el gen 18S presenta valores outliers.

PCR TMPRSS2-ERG

La coincidencia entre los resultados obtenidos por qPCR cualitativa y PCR fue del
95%. Los casos que no coincidieron eran falsos positivos, esto es debido a que al disefiar el
producto de PCR de pequefio tamafio (para analizar con mayores garantfas de éxito el ARN
que esta degradado por el proceso de fijaciéon en formol e inclusién en parafina) esta reaccién
es muy susceptible de contaminacién aunque se extremen las precauciones durante la
preparacién de la PCR (campana con lampara de rayos ultravioleta).

A continuacién se muestra la electroforesis en gel de agarosa donde se puede observar
la PCR de la fusion del gen TMPRSS2-ERG (Figura 27) y la de la f2-microglobulina (Figura
28)
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100 bp—»

Figura 27: Visualizacién mediante electroforesis en gel de agarosa (2%) de la PCR
para determinar la fusion TMPRSS2-ERG en las muestras en estudio. M: marcador
de tamafio molecular 100 bp; 1, 3 y 4: casos negativos; 2 y 5: casos positivos; 6:
control negativo (caso negativo para la fusion); 7: control positivo; 8: control
negativo (no incluye ADNc en la reaccién de amplificacion).

—-— e = - - D — —

Figura 28: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de la PCR de B2-
microglobulina del ¢cDNA procedente de las muestras en estudio,
confirmando que son muestras aptas para el estudio.
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Secuenciacion

Paralelamente se secuenciaron varias de las muestras con el objetivo de comprobar que la banda

amplificada correspondia a la fusién estudiada. En todas las muestras, que fueron positivas para la

fusién en la PCR, se detect6 la fusion TMPRSS2-ERG por secuenciacién (Figura 29).

TMPRSS2 exon 1 ERG exon 4
< Breakpoint >
CT G G G CGCG GC G|G G CEIT T €
35 2 23 17

Figura 29: Electroferograma donde se muestra la deteccion de la fusién quimérica
TMPRSS2-ERG mediante analisis de RT-PCR.

1.4 Metilacion del gen PITX2

Se han estudiado dentro del amplicén seleccionado, 7 regiones ricas en CpG. Los
datos relativos a las CpG5 no se pudieron analizar pues segin los resultados obtenidos con el
EpiTyper no se detecté metilacion de CpGs. Finalmente, solo aquellas muestras que contenian
datos de metilacion de todas las CpG fueron consideradas en el andlisis. Consecuentemente,

177 pacientes fueron incluidos para el estudio estadistico.

De forma general, podemos decir que los resultados ofrecidos por el estudio de
metilacién del ADN del EpiTyper del amplicon seleccionado indica que esta region se
caracteriza por una baja metilacién de ADN, y confirma la hipometilacién general de CpGs en

la cohorte estudiada.
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2. ANALISIS UNIVARIANTE

2.1 Marcadores inmunohistoquimicos y variables clinico-patologicas.

A continuacién se contrastan los marcadores inmunohistoquimicos (ERG, P504S,
PSMA, PSA, p53, B-catenina, RA, Topoisomerasa-Ilo, FAP, E-cadherina), con las vatiables
clinicas (PSA, estadio clinico, Grupos de riesgo, estadio patolégico, Gleason pieza, invasién
perineural, margenes positivos en pieza, ganglios positivos y recidiva bioquimica) con el
objetivo de indentificar si alguno de estos marcadores se relaciona con algunas de estas

variables.

Dado que no cumplen la normalidad se han aplicado pruebas no paramétricas en
todos los contrastes bivariantes. La expresién de los diferentes marcadores se han analizado
mediante los test X° y U de Mann-Whitney para variables categéricas y continuas

respectivamente. Las Tablas 18-27 muestran los resultados.

Empezando por el ERG, no encontramos asociacién entre la expresiéon de ERG y los

parametros clinico-patolégicos como podemos observar en la Tabla 18.

En el caso de la racemasa (P504S), en el analisis univariante no muestra significacién

tampoco para ninguna de las variables clinico-patolégicas (Tabla 19).

Para la FAP encontramos que existe asociacion de la misma con el estadiaje clinico, de
forma que en aquellos tumores donde mas se expresa la FAP son aquellos de mejor
prondstico. También en el caso de la IPN encontramos diferencias significativas; aquellos que
sobreexpresan la FAP tienen mayor proporcion de IPN (23% en casos de FAP positiva

respecto al 4% del grupo de FAP negativa). Estos datos podemos obsetvarlos en la Tabla 20.

En el analisis de la expresién de PSA encontramos unicamente asociacién con los
grupos de riesgo, obteniendo en el bajo riesgo un mayor porcentaje de pérdida de expresion
de PSA y en el riesgo intermedio un mayor porcentaje de pacientes que expresan PSA (Tabla

21).
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En la Tabla 22 podemos observar los resultados relativos a la PSMA, en la cual no

encontramos asociacion entre su expresion y las vatiables clinico-patologicas.

En el caso del RA vemos que muestra una tendencia a expresarse en todos los pacientes.
Ademis, establece una relacién significativa con el Gleason de forma que en aquellos casos de

pérdida de expresion del RA hay mayor porcentaje de Gleson >7 (Tabla 23).

El marcador p53 muestra una relacién significativa en la variable edad, de forma que
el grupo de pacientes que sobreexpresan esta proteina son de mayor edad (aproximadamente 3
afios de media por encima). Ademas, observamos que aquellos pacientes que sobreexpresan la
p53 se asocian a vatiables de peor prondstico, como mayor estadiaje (mayor porcentaje de T3)
mayor Gleason en la pieza, mayor porcentaje de IPN y de RBq). Estos datos se presentan en

la Tabla 24.
Ya por dltimo, comentar que no encontramos asociacién entre la expresiéon de

Topoisomerasa-Ila y ninguna de las variables clinico-patolégicas. Tampoco en el caso de la E-

cadherina ni B-catenina como se muestra en las Tablas 25-27.
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Tabla 18: Relacién entre la expresién de ERG y las variables clinico-patolégicas
(test de X2 excepto para la edad)

ERG
Variable clinico-patolégica Negativo (n = 125) Positivo (n = 70) D
% (n) % (n)
Edad (Media + DE) 64,67 (5,13) 64,05 (5,76) 0,429%
PSA
<10 72,8 (91) 72,9 (51) 0,917
10-20 24 (30) 22,9 (16)
>20 3,2 (4) 43 (3)
Estadiaje clinico
Tr 744 (93) 62,9 (44) 0,091
T2 25,6 (32) 37,1 (26)
Grupos de riesgo
Bajo 45,6 (57) 45,7 (32) 0,998
Intermedio 43,2 (54) 42,9 (30)
Alto 11,2 (14) 11,4 (g)
Estadiaje pieza
T2 8o (100) 74,3 (52) 0,356
T3 20 (25) 25,7 (18)
Gleason pieza
<7 27,2 (34) 28,6 (20) 0,954
7 49,6 (62) 50 (35)
>7 23,2 (29) 21,4 (15)
Invasién perineural
No 8o (100) 7557 (53) 0,485
S 20 (25) 24,3 (17)
Margenes positivos
No 57,6 (72) 61,4 (43) 0,602
Si 42,4 (53) 38,6 (27)
Ganglios positivos
No 95,2 (119) 95,7 (67) 0,870
Si 4,8 (6) 43 (3)
Recidiva bioquimica
No 60,8 (76) 64,3 (45) 0,630
Si 39,2 (49) 35,7 (25)

* Test de la U de Mann-Whitney.
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Tabla 19: Relacién entre la expresién de P504S y las variables clinico-patoldgicas.
(test de X2 excepto para la edad)

Pso4S
Variable clinico-patoldgica Negativo (n = 110) Positivo (n = 84) D
% (TL) % (n)
Edad (Media + DE) 64,27 (5,22) 64,74 (5,66) 0,5 54%
PSA
<10 71,8 (79) 73,8 (62) 0,830
10-20 24,5 (27) 21,4 (18)
>20 3,6 (4) 48 (4)
Estadiaje clinico
T1 68,2 (75) 72,6 (61) 0,577
T2 30,9 (34) 27,4 (23)
T3 0,9 (1) o
Grupos de riesgo
Bajo 43,6 (48) 48,8 (41) 0,206
Intermedio 40,9 (45) 44 (37)
Alto 15,5 (17) 71 (6)
Estadiaje pieza
T2 73,6 (81) 83,3 (70) 0,107
T3 26,4 (29) 16,7 (14)
Gleason pieza
<7 24,8 (27) 32,1 (27) 0,214
7 48,6 (53) 51,2 (43)
>7 26,6 (29) 16,7 (14)
Invasién perineural
No 78,2 (86) 79,8 (67) 0,789
Si 21,8 (24) 20,2 (17)
Mérgenes positivos
No 5455 (60) 64,3 (54) 0,172
St 45,5 (50) 35,7 (30)
Ganglios positivos
No 94,5 (104) 96,4 (81) 0,537
St 5,5 (6) 3,6 (3)
Recidiva bioquimica
No 57,3 (63) 66,7 (56) 0,183
St 42,7 (47) 33,3 (28)

* Test de U de Mann-Whitney.
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Tabla 20: Relacion entre la expresién de FAP y las variables clinico-patoldgicas.
(test de X2 excepto para la edad)

FAP
Variable clinico-patoldgica Negativo (n = 23) Positivo (n = 177) D
% (n) % (n)
Edad (Media = DE) 64,39 (4,0) 64,38 (5,59) 0,995%
PSA
<10 65,2 (15) 74,6 (132) 0,062
10-20 21,7 (5) 22,6 (40)
>20 13 (3) 2,8 (5)
Estadiaje clinico
Tr 52,2 (12) 72,3 (128) 0,005
T2 43,5 (10) 27,7 (49)
T3 4,3 (1) o
Grupos de riesgo
Bajo 43,5 (10) 46,9 (83) 0,077
Intermedio 30,4 (7) 42,9 (76)
Alto 26,1 (6) 10,2 (18)
Estadiaje pieza
T2 86,4 (19) 77-4 (137) 0,335
T3 13,6 (3) 22,6 (40)
Gleason pieza
<7 42,9 (9) 27,1 (48) 0,189
7 47,6 (10) 49,2 (87)
>7 9,5 (2) 23,7 (42)
Invasién perineural
No 95,7 (22) 76,8 (136) 0,037
Si 43 (1) 23,2 (41)
Margenes positivos
No 69,6 (16) 58,2 (103) 0,296
Si 30,4 (7) 41,8 (31)
Ganglios positivos
No 91,3 (21) 96 (170) 0,302
St 8,7 (2) 4(7)
Recidiva bioquimica
No 56,5 (13) 63,3 (112) 0,529
Si 43,5 (10) 36,7 (65)

* Test de U de Mann-Whitney.

120



RESULTADOS

Tabla 21: Relacién entre la expresion de PSA y las variables clinico-patolégicas
(test de X2 excepto para la edad)

PSA
Variable clinico-patoldgica Negativo (n = 52) Positivo (n = 147) D
% (n) % (n)
Edad (Media + DE) 64,50 (5,22) 64,37 (5,57) 0,929%
PSA
<10 75 (39) 72,1 (106) 0,595
10-20 19,2 (10) 24,5 (36)
>20 5,8 (3) 3,4 (5)
Estadiaje clinico
Tr 76,9 (40) 63 (100) 0,091
T2 21,2 (11) 32 (47)
T3 1,9(1) o
Grupos de riesgo
Bajo 61,5 (32) 40,8 (60) 0,024
Intermedio 26,9 (14) 47,6 (70)
Alto 11,5 (6) 11,6 (17)
Estadiaje pieza
T2 75 (39) 79,6 (117) 0,489
T3 25 (13) 20,4 (30)
Gleason pieza
<7 29,4 (15) 27,9 (41) 0,364
7 54,9 (28) 46,9 (69)
>7 15,7 (8) 25,2 (37)
Invasién perineural
No 75 (39) 79,6 (117) 0,489
Si 25 (13) 20,4 (30)
Margenes positivos
No 57,7 (30) 60,5 (89) 0,718
St 42,3 (22) 39,5 (58)
Ganglios positivos
No 92,3 (48) 96,6 (142) 0,201
St 7,7 (4) 3,4 (5)
Recidiva bioquimica
No 65,4 (34) 61,2 (90) 0,595
Si 34,6 (18) 38,8 (71)

* Test de U de Mann-Whitney.
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Tabla 22: Relacién entre la expresiéon de PSMA y las variables clinico-patolégicas.
(test de X2 excepto para la edad)

PSMA
Variable clinico-patologica Negativo (n = 54) Positivo (n = 142) D
% (TL) % (n)
Edad (Media + DE) 64,72 (5,88) 64,34 (5,31) 0,66 1%
PSA
<10 75,9 (41) 71,8 (102) 0,602
10-20 22,2 (12) 23,2 (33)
>20 1,9 (1) 49 (7)
Estadiaje clinico
Tr 70,4 (38) 70,4 (100) 0,824
T2 29,6 (16) 28,9 (41)
T3 o 0,7 (1)
Grupos de riesgo
Bajo 51,9 (28) 44,4 (63) 0,431
Intermedio 40,7 (22) 42,3 (60)
Alto 7,4 (4) 13,4 (19)
Estadiaje pieza
T2 81,5 (44) 76,8 (109) 0,476
T3 18,5 (10) 23,3 (33)
Gleason pieza
<7 37 (20) 24,8 (35)
7 42,6 (23) 51,8 (73) 0,235
>7 20,4 (11) 23,4 (33)
Invasién perineural
No 83,3 (45) 76,8 (109) 0,316
St 16,7 (9) 23,2 (33)
Mérgenes positivos
No 66,7 (36) 56,3 (80) 0,189
Si 33,3 (18) 43,7 (62)
Ganglios positivos
No 98,1 (53) 94,4 (134) 0,258
Si 1,9 (1) 556 (8)
Recidiva bioquimica
No 63 (34) 61,3 (87) 0,827
St 37 (20) 38,7 (55)

* Test de U de Mann-Whitney.

122



RESULTADOS

Tabla 23: Relacién entre la expresién de RA y las variables clinico-patolégicas.
(test de X2 excepto para la edad)

RA
Variable clinico-patoldgica Negativo (n = 111) Positivo (n = 85) P
% (TL) % (n)
Edad (Media + DE) 63,21 (4,70) 64,50 (5,57) 0,250%
PSA
<10 69,4 (77) 76,5 (65)
10-20 27,9 (31) 17,6 (15) 0,158
>20 2,7 (3) 5,9 (5)
Estadiaje clinico
T1 70,3 (78) 69,4 (59) 0,519
T2 29,7 (33) 29,4 (25)
T3 o 1,2 (1)
Grupos de riesgo
Bajo 42,3 (47) 50,6 (43) 0,473
Intermedio 45,9 (51) 37,6 (32)
Alto 11,7 (13) 11,8 (10)
Estadiaje pieza
T2 76,6 (85) 8o (68) 0,566
Ts 23,4 (26) 20 (17)
Gleason pieza
<7 28,8 (32) 27,4 (23)
7 42,3 (47) 58,3 (49) 0,030
>7 28,8 (32) 14,3 (12)
Invasién perineural
No 7755 (86) 81,2 (69) 0,528
St 22,5 (25) 18,8 (16)
Mérgenes positivos
No 53,2 (59) 67,1 (57) 0,05
St 46,8 (52) 32,9 (28)
Ganglios positivos
No 93,7 (104) 97,6 (83) 0,190
St 6,3 (7) 2,4 (2)
Recidiva bioquimica
No 62,2 (69) 60 (s1) 0,758
St 37,8 (42) 40 (34)

* Test de U de Mann-Whitney.
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Tabla 24: Relacién entre la expresién de p53 y las variables clinico-patoldgicas.

(test de X2 excepto para la edad)

Ps3
Variable clinico-patoldgica Negativo (n = 173) Positivo (n = 29) D
% (TL) % (n)
Edad (Media + DE) 63,85 (5,35) 66,83 (5,42) 0,003
PSA
<10 75,7 (131) 58,6 (17) 0,109
10-20 20,2 (35) 37,9 (11)
>20 4(7) 3,4 (1)
Estadiaje clinico
T: 70,5 (122) 65,5 (19) 0,772
T2 28,9 (50) 34,5 (10)
T3 0,6 (1) o
Grupos de riesgo
Bajo 48,6 (34) 31(9) 0,208
Intermedio 39,9 (69) 51,7 (15)
Alto 11,6 (20) 17,2 (5)
Estadiaje pieza
T2 81,5 (141) 62,1 (18) 0,018
T3 18,5 (32) 37,9 (11)
Gleason pieza
<7 31,4 (54) 3,4 (1) 0,002
7 49,4 (85) 55,2 (16)
>7 19,2 (33) 41,4 (12)
Invasién perineural
No 81,5 (141) 62,1 (18) 0,018
St 18,5 (32) 37,9 (11)
Margenes positivos
No 60,7 (105) 51,7 (15) 0,363
St 39,3 (68) 48,3 (14)
Ganglios positivos
No 96,5 (167) 89,7 (26) 0,097
St 3,5 (6) 10,3 (3)
Recidiva bioquimica
No 65,3 (113) 44,8 (13) 0,035
Si 34,7 (60) 55,2 (16)

* Test de U de Mann-Whitney.
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Tabla 25: Relacién entre la expresion de Topoisomerasa-Ilo. y las variables clinico-
patoldgicas.(test de X? excepto para la edad)

Topoisomerasa-Ila
Variable clinico-patoldogica Negativo (n = 99) Positivo (n = 95) p

% (TL) % (n)
Edad (Media + DE) 64,22 (5,34) 64,26 (5,65) 0,959%
PSA
<10 76,8 (76) 69,5 (66) 0,487
10-20 19,2 (19) 26,3 (25)
>20 4(4) 42 (4)
Estadiaje clinico
Tr 72,7 (72) 68,4 (65) 0,458
T2 26,3 (26) 31,6 (30)
T3 1 (1) o
Grupos de riesgo
Bajo 46,5 (46) 44,2 (42) 0,618
Intermedio 43,4 (43) 41,1 (39)
Alto 10,1 (10) 14,7 (14)
Estadiaje pieza
T2 80,8 (80) 74,7 (71) 0,309
T3 19,2 (19) 25,3 (24)
Gleason pieza
<7 28,6 (28) 26,3 (25) 0,925
7 49 (48) 51,6 (49)
>7 22,4 (22) 22,1 (21)
Invasion perineural
No 788 (78) 78,9 (75) 0,978
Si 21,2 (21) 21,1 (20)
Margenes positivos
No 64,6 (64) 52,6 (50) 0,089
Si 35,4(35) 47+4 (45)
Ganglios positivos
No 97 (96) 93,7 (89) 0,277
Si 3(3) 6,3 (6)
Recidiva bioquimica
No 63,3 (63) 58,9 (56) 0,503
Si 36,4 (36) 41,1 (75)

* Test de U de Mann-Whitney.
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Tabla 26: Relacién entre la expresion de E-cadherina y las variables clinico-
patologicas (test de X2 excepto para la edad).

E-cadherina
Variable clinico-patoldgica Negativo (n = 17) Positivo (n = 183) P

% (n) % (n)
Edad (Media + DE) 66,12 (3,57) 64,33 (5,54) 0,075 *
PSA
<10 70,6 (12) 73,2 (134) 0,580
10-20 29,4 (5) 22,4 (41)
>20 o 44 (8)
Estadiaje clinico
Tr 64,7 (11) 69,9 (128) 0,849
T2 35,3 (6) 29,5 (54)
T3 o 0,5 (1)
Grupos de riesgo
Bajo 41,2 (7) 47,5 (87)
Intermedio 41,2 (7) 41 (75) 0,731
Alto 17,6 (3) 11,5 (21)
Estadiaje pieza
T2 75 (12) 78,7 (144) 0,731
T3 25 (4) 21,3 (39)
Gleason pieza
<7 37,5 (6 28,6 (52) 0,750
7 43,8 (7) 48,9 (89)
>7 18,8 (3) 22,5 (41)
Invasién perineural
No 76,5 (13) 79,8 (146) 0,746
Si 23,5 (4) 20,2 (37)
Margenes positivos
No 70,6 (12) 58,5 (107) 0,330
Si 29,4 (5) 41,5 (76)
Ganglios positivos
No 94,1 (16) 95,6 (175) 0,774
Si 5,9 (1) 44 (8)
Recidiva bioquimica
No 76,5 (13) 61,2 (112) 0,214
Si 23,5 (4) 38,8 (71)

* Test de U de Mann-Whitney
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Tabla 27: Relacién entre la expresiéon de P-catenina y las  variables clinico-
patologicas.(test de X? excepto para la edad)

[B-catenina
Variable clinico-patoldgica Negativo (n = 76) Positivo (n = 118) P

% (n) % (7’L)
Edad (Media + DE) 64,39 (4,82) 64,28 (5,87) 0,887%
PSA
<10 67,1 (s1) 76,3 (90) 0,364
10-20 28,9 (22) 20,3 (24)
>20 3,9 (3) 3,4 (4)
Estadiaje clinico
Tr 64,5 (49) 73,7 (87) 0,211
T2 34,2 (26) 26,3 (31)
T3 1,3 (1) o
Grupos de riesgo
Bajo 46,1 (35) 45,8 (54) 0,621
Intermedio 39,5 (30) 44,1 (52)
Alto 14,5 (11) 10,2 (12)
Estadiaje pieza
T2 77,6 (59) 78,8 (93) 0,845
T3 22,4 (17) 21,2 (25)
Gleason pieza
<7 29,3 (22) 28 (33) 0,498
7 44 (33) 51,7 (61)
>7 26,7 (20) 20,3 (24)
Invasién perineural
No 82,9 (63) 76,3 (90) 0,270
Si 17,1 (13) 23,7 (28)
Mérgenes positivos
No 5553 (42) 61,9 (73) 0,361
Si 4457 (34) 38,1 (45)
Ganglios positivos
No 97,4 (74) 94,9 (112) 0,402
Si 2,6 (2) 5,1 (8)
Recidiva bioquimica
No 65,8 (50) 59,3 (70) 0,365
Si 34,2 (26) 40,7 (48)

* Test de U de Mann-Whitney.
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Se realiza un subanalisis de aquellos pacientes que han llevado tratamiento hormonal,
pues se trata de pacientes que se diferencian de los que hemos considerado como RBq ya que
si llevan este tipo de tratamiento es porque el PSA ha progresado tras la RT o bien porque han
presentado ascensos de PSA importantes. Tampoco podemos incluitlos en el grupo de

recaidas clinicas pues en éstos deben existir pruebas de imagen que confirmen las lesiones.

Tras estudiar los marcadores inmunohistoquimicos segin el grupo de pacientes que ha
llevado HT respecto al que no la ha llevado, observamos que el PSMA se expresa en mayor

cuantia (85 frente a 15%) en los pacientes con tratamiento hormonal (p=0,046)

2.2 Andlisis de TMPRSS2-ERG y variables clinico-patolégicas.

En las muestras del estudio se analiz6 la relacién entre la presencia del gen de fusiéon
TMPRSS2-ERG (obtenido mediante qPCR) y las variables clinico-patolégicas citadas en la
Tabla 28. Sélo la presencia de los margenes positivos difiere significativamente segun la
presencia o no de la fusion génica (p=0,021). Observamos que en el grupo en el que se da la

fusién hay un menor porcentaje de margenes negativos.
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Tabla 28: Relaciéon entre la expresién del gen de fusién vy las variables clinico-
patolégicas (test de X2 excepto para la edad).

Gen de fusiéon TMPRSS2-ERG
Variable clinico-patoldgica Negativo (n = 95) Positivo (n = 119)  px

% (n) o/o (n)
PSA
<10 65,3 (62) 7753 (92)
10-20 30,5 (29) 18,5 (22)
>20 4,2 (4) 4,2 (5) 0,118
Estadiaje clinico
T 67,4 (64) 69,7 (83)
T2 32,6 (31) 29,4 (35) 0,60T
T3 o 0,8 (1)
Gleason pieza
<7 26,9 (25) 29,9 (35)
7 53,8 (50) 45,3 (53) 0,448
>7 19,4 (18) 24,8 (29)
Grupos de riesgo
Bajo 43,2 (41) 47,9 (57)
Intermedio 47,4 (45) 37,8 (45) 0,299
Alto 9,5 (9) 14,3 (17)
Estadiaje patolégico
T2 75,5 (71) 81,4 (96) 0,303
T3 24,5 (23) 18,6 (22)
IPN
No 8o (76) 79:8 (95) 0,976
Si 20 (19) 20,2 (24)
Margen
No 52,6 (50) 68,1 (81) 0,021
Si 47,4 (45) 31,9 (38)
Ganglios
No 95,8 (91) 95,8 (114) 0,997
Si 4,2 (4) 42 (5)
Recidiva bioquimica
No 61,1 (58) 64,7 (77) 0,582
Si 38,9 (37) 35,3 (42)

*Test de U de Mann-Whitney

129



RESULTADOS

2.3 Metilacion de PITX2 y variables clinico-patologicas

En el estudio de la metilacién se realiza un andlisis aglomerativo jerarquizado de c/usters
en nuestra serie. El objetivo principal del dustering es identificar grupos diferentes
representativos de los datos de la metilaciéon mediante la inspeccion visual de los resultados.
Asf, de una manera intuitiva, podemos ver si determinadas caracteristicas clinicas, son
representativas de alguno de los grupos de muestras obtenidos. Para ello generamos un
heatmap que muestran los resultados del andlisis de metilacién e incluyen informacion segin el
Gleason, la IPN, los margenes quirdrgicos y la RBq. (Figuras 30-33)

No identificamos una clara asociacion entre las variables evaluadas en los c/usters.
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Figura 30: Mapa de zonas calientes en las CpGs segtn el Gleason
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PITX2 Cpiil
PITX2 CpG2
PITX2 CpG3
PITX2 CpGé
PITK2 CpGé

PITX2 CpGT

Figura 31: Mapa de zonas calientes en las CpGs segtin la IPN
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Figura 32: Mapa de zonas calientes en las CpGs segiin MQP
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PITXZ CpGi

PFITX2 CpG2

PITXZ CpG3

PITXZ CpG4

PITX2 CpGt

PFITX2 CpGT

Figura 33: Mapa de zonas calientes en las CpGs segtn la RBq

A continuacion, realizamos los contrastes entre el grupo de hipometilados frente a
hipermetilados para las variables clinico-patolégicas analizandose cada uno de los segmentos
ricos en CpGs estudiadas de forma categorizada. Hay que tener en cuenta que en este caso la
hipermetilacién es relativa pues partimos de medias bajas.

Podemos observar en la Tabla 29 que unicamente la hipermetilacion del segmento
CpG1 presenta asociacion con alguna variable clinico-patolégica, en concreto con la RBq, de

forma que aquellos pacientes hipermetilados tienen mayor tasa de recaidas (Figura 34).
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0+ . 1
Hipometilado Hipermetilado

Figura 34: Relacién significativa entre metilacion CpG1 y RBq. p=0,028.
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Tabla 29 : Relacién de variables clinico-patolégicas con metilacion CpG1 del gen PITX2.
(test de X? excepto para la edad).

RESULTADOS

Metilacién CpG1

Variable clinico-patoldgica Hipometilado (n = 133) Hipermetilado (n = 64) D
% (n) % (TL)
Edad (Media + DE) 64,85(1+4,94) 64,31 (£5,94) 0,642%
PSA
<10 71,4 (95) 67,2 (43)
10-20 24,8 (33) 26,6 (17)
>20 3,8 (5) 6,3 (4) 0,687
Estadiaje clinico
T: 67,7 (90) 70,3 (45)
T2 32,3 (43) 28,1 (18) 0,306
T3 o 1,6 (1)
Gleason pieza
<7 29 (38) 24,2 (15) 0,772
7 47,3 (62) 51,6 (32)
>7 23,7 (31) 24,2 (15)
Grupos de riesgo
Bajo 46,6 (62) 39,1 (25) 0,403
Intermedio 39,8 (53) 50 (32)
Alto 11,5 (18) 10,9 (7)
Estadiaje pieza
Tz 77,9 (102) 78,1 (50) 0,967
T3 22,1 (29) 21,9 (14)
Invasién perineural
No 80,5 (107) 78,1 (50) 0,704
Si 19,5 (26) 21,9 (14)
Margenes positivos
No 62,4 (83) 578 (37) 0,536
St 37,6 (50) 42,2 (27)
Ganglios positivos
No 95,5 (127) 96,9 (62) 0,644
Si 45 (6) 3,1 (2)
Recidiva bioquimica
No 69,2 (92) 53,1 (34) 0,028
St 30,8 (41) 46,9 (30)

* Test de U de Mann-Whitney
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No observamos, sin embargo, ningin tipo de asociacion entre el grado de metilacion del
resto de segmentos del amplicon (CpG2, CpG3, CpG4, CpG6 y CpG7) con las variables

clinico-patolégicas.

2.4 Correlacion entre marcadores inmunohistoquimicos y TMPRSS2-ERG.

Con el objetivo de encontrar correlacion entre la presencia del gen de fusion TMPRSS2-
ERG vy la expresion de diferentes marcadores inmunohistoquimicos contrastamos ambos
marcadores. Los resultados se muestran en la Tabla 30.

Observamos que existe una correlacion entre la positividad de ERG en la
inmunohistoquimia y la presencia del gen de fusién existiendo concordancia de casos positivos
cercana al 50%.

En nuestro estudio considerando como prueba patrén la qPCR, obtenemos una
sensibilidad y especificidad relativamente bajas (Figura 35), del 45 y 77% respectivamente, y un

valor predictivo positivo (VPP) de 66% y valor predictivo negativo (VPN) de 58%.

A) ERG+ y TMPRSS2-ERG +

IMH qPCR
B) ERG- y TMPRSS2-ERG -
IMH qPCR

Figura 35: Diagrama de Venn mostrando la clasificacién de los
pacientes de acuerdo con los resultados de la IMH y la qPCR.
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Tabla 30: Relacién entre marcadores inmunohistoquimicos y gen de fusién
(*test de X2).

Gen de fusion TMPRSS2-ERG
Variable clinico-patoldgica Negativo (n = 83) Positivo (n = 111)  px

% (TL) % (n)

ERG
No 7751 (64) 55 (61) 0,001
St 29,9 (19) 45 (50)

Pso4S
No 59 (49) 55,5 (61) 0,619
Si 41 (34) 4455 (49)

PSMA
No 24,1 (20) 30,4 (34) 0,334
S 75,9 (63) 69,6 (78)

PSA
No 13,1 (11) 17,5 (20) 0,395
Si 86,9 (73) 82,5 (94)

FAP
No 11,9 (10) 11,3 (13) 0,896
Si 88,1 (74) 88,7 (102)

RA
No 64,6 (53) 51,3 (58) 0,064
Si 35,4 (29) 48,7 (55)

pPs3
No 90,7 (78) 81,7 (94) 0,074
S 9,3 (8) 18,3 (21)

Topoisomerasa-Ila
No 52,4 (43) 50,5 (56) 0,785
Si 47,6 (39) 49,5 (55)

(B-catenina
No 43,9 (36) 36 (40) 0,269
St 56,1 (46) 64 (71)

E-cadherina
No 10,7 (9) 7 (8) 0,349
Si 89,3 (75) 93 (107)
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2.5 Correlacion entre metilacion de PITX2 y gen de fusion TMPRSS2-ERG

Al contrastar el estatus del gen de fusion TMPRSS2-ERG respecto a la metilacion,

observamos que no existe asociacion significativa para ninguna de las CpGs estudiadas (Tabla

31).

Tabla 31: Relacién entre metilacion de PITX2 y gen de fusion. (*test de X?).

Gen de fusién TMPRSS2-ERG
Variable clinico-patolégica Negativo (n = 86) Positivo (n = 111)  px

% (’n) % (n)

CpGr
Hipometilado 68,6 (59) 66,7 (74) 0,773
Hipermetilado 31,4 (27) 33,3 (37)

CpGa2
Hipometilado 52,4 (43) 52,3 (57) 0,984
Hipermetilado 47,6 (39) 47,7 (52)

CpG3
Hipometilado 54,8 (46) 52,3 (58) 0,728
Hipermetilado 45,2 (38) 47,7 (53)

CpGa
Hipometilado 56,5 (48) 56,5 (61) 0,999
Hipermetilado 43,5 (37) 43,5 (47)

CpGé6
Hipometilado 56,6 (47) 59,5 (66) 0,692
Hipermetilado 43,4 (36) 40,5 (45)

CpGy
Hipometilado 53,5 (46) 56,1 (64) 0,709
Hipermetilado 46,5 (40) 43,9 (50)

2.6 Relacion entre ERG y metilacion de PITX2

Al contrastar las diferentes CpGs segun el grado de metilacion con la expresion de
ERG, observamos que el caso de la CpG7 existe una asociacién con la expresion de ERG, de
forma que dentro del grupo de hipermetilados hay una mayor expresiéon de ERG (p=0,048)
(Tabla 32).
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Tabla 32: Relacién entre marcadores expresion de ERG y metilacién del
gen PITX2 (*test de X?).

Negativo (n = 117) Positivo (n = 63)

CpG7 % (n) % (n) DX
Hipometilado 59,8 (70) 44,4 (28) 0,048
Hipermetilado 40,2 (47) 55,6 (35)

3. ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA

En este apartado realizaremos un analisis univariante de supervivencia usando el test
Log-rank de todos los parametros que se han analizado a lo largo del estudio. Para mejor

comprension se ha dividido en los siguientes apartados:

- Parametros clinico-patolégicos

- Marcadores inmunohistoquimicos
- Gen de fusion TMPRSS2-ERG
Metilacién del gen PITX2

Los parimetros que resulten estadisticamente significativos en este analisis se

introducirdn en un analisis de supervivencia multivariante por regresién de Cox.

Tanto para el analisis univariante como para el multivariante se tomara como punto final

la recaida bioquimica.

3.1 Anilisis univariante de supervivencia.

El analisis univariante previo a la relacién del modelo incluy6 aquellas variables clinicas
con repercusion en la progresion de la enfermedad como son el PSA, los grupos de riesgo, el

Gleason de la pieza, el estadio patolégico, los margenes positivos o la IPN.

Variables clinico-patolégicas

En la Figura 36 podemos observar las curvas de supervivencia relacionadas con las
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variables clinicas en las cuales se han obtenido diferencias estadisticamente significativas para
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el tiempo hasta la RBq entre los grupos analizados.
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Figura 36: Curvas de Kaplan-Meier correspondientes al andlisis de supervivencia univariante de las
variables clinico-patoldgicas respecto al tiempo hasta la RBq. A) PSA preoperatorio B) Grupos de
riesgo C) Score de Gleason de la biopsia D) Score de Gleason de la pieza E) Margenes de la pieza
afectos F) Ganglios afectos.

138



RESULTADOS

Como podemos observar en las curvas de supervivencia, la probabilidad de que exista
una recidiva bioquimica es mayor en aquellos pacientes con PSA elevado, en el grupo de
pacientes alto riesgo e intermedio los Gleason elevados, los margenes quirargicos afectos y los

ganglios positivos.

Marcadores inmunohistoquimicos

En el caso de la expresién de marcadores inmunohistoquimicos sélo la expresion de p53
muestra diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos pata el tiempo libre de
RBq como se muestra en la Figura 37. Las curvas de Kaplan-Meyer del resto de

biomarcadores indican que no existen diferencias entre los grupos de pacientes.
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Figura 37: Curvas de Kaplan-Meier correspondientes al andlisis de supervivencia univariante de
los marcadores inmunohistoquimicos respecto al tiempo hasta la RBq. Se presentan las variables: A)
ERG, B) P504S, C) PSMA, D) PSA, E) p53, F) p—catenina, G) RA, H) Topoisomerasa-Ila, G) FAP,
H) E- cadherina.
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Considerando que la utilidad de estos marcadores puede ser diferente dependiendo del
grupo de riesgo D’Amico, clasificacion utilizada en la practica clinica, consideramos el realizar
de nuevo el andlisis de estos marcadores estratificando segun esta variable. Observamos que
es para los pacientes de bajo riesgo donde la expresion de p53 tiene mayor utilidad para
diferenciar aquellos pacientes que van a tener peor pronoéstico (p=0,031). Lo podemos ver

graficamente en la Figura 38.
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Figura 38: Curva Kaplan-Meier correspondiente a analisis univariante de supervivencia de la expresion
de p53 en los pacientes de bajo riesgo en relacién al tiempo hasta la RBq.

Del mismo modo, cuando estratificamos segun el Gleason, observamos que el grupo de
pacientes con Gleason > 7 que expresan la proteina p53 van a tener un peor prondstico que

aquellos que no la expresan (p=0,026) como observamos en la Figura 39.
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Figura 39: Curva Kaplan-Meier correspondiente a analisis univariante de supervivencia de la expresién
de p53 en los pacientes con Gleaosn >7 en relacién al tiempo hasta la RBq
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Gen de fusion TMPRSS2-ERG

Al comparar las curvas del anélisis de supervivencia de ambos grupos de pacientes, el
grupo con positividad para el gen versus el negativo, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en cuanto a la progresion de la enfermedad (Figura 40).
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Figura 40: Curva de Kaplan-Meier correspondiente al analisis de supervivencia univariante del gen de
fusién TMPRSS2-ERG respecto al tiempo hasta la RBq

Metilacion

En cuanto a la metilacién del gen PITX2, como era de esperar, sélo la hipermetilacién

del segmento CpG1 muestra relacién con la supervivencia libre de RBq (Figura 41).
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Figura 41: Curva de Kaplan-Meier correspondientes al analisis de supervivencia univariante del grado
de metilacién del gen PITX2 (CpG1) respecto al tiempo hasta la RBq.
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Cuando estratificamos segun el Gleason observamos que la hipermetilacién del
segmento CpG1 del gen PITX2 muestra claramente un peor prondstico en aquellos casos de

Gleason mas bajos. Figura 42.
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Figura 42: Curva de Kaplan-Meier correspondientes al analisis de supervivencia univariante del
grado de metilacién del gen PITX2 (CpG1) respecto al tiempo hasta la RBq en los Gleason =7.

Cuando estratificamos este analisis segun los grupos de riesgo obtenemos que estas

diferencias en cuanto a la RBq en el caso de CpG1 es para el grupo bajo riesgo (Figura 43).
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Figura 43: Curva de Kaplan-Meier correspondientes al analisis de supervivencia univariante del grado
de metilacién respecto al tiempo hasta la RBq estratificado por grupos de riesgo.
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3.2 Andlisis multivariante de supervivencia.

En la Tabla 33 se muestran los resultados del analisis multivariante realizados mediante

una regresién de Cox donde hemos incluido aquellos parimetros que hemos obtenido

significativos en el andlisis univariante.

Tabla 33: Resultados del andlisis multivariante de supervivencia libre RBq por regresion de Cox.

Variable R.R. IC 95% (min.-max.) D
Grupo de riesgo 3,353 (1,696-6,627) 0,001
pT 3,986 (2,331-6,816) <0,001
Ganglios 7,412 (2,834-19,385) <0,001
CpGr 1,664 (1,012-2,735) 0,045

El analisis de regresién muestra que ademas de las variables clinicas grupos de riesgo,
estadio patolégico y presencia de ganglios positivos, la hipermetilacién de la CpG1 del gen
PITX2 también es un factor predictor de RBq. Ello implica que el riesgo de progresioén para
los pacientes que presenten el gen PITX2 hipermetilado tendran cerca del doble de riesgo de

recidiva bioquimica respecto a los que presentan hipometilacién.
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El progresivo envejecimiento de la poblacién y los avances en sus métodos diagnésticos
han convertido al CaP en una de las enfermedades mas prevalentes en la actualidad, siendo la

. , s 285
segunda causa de mortalidad por cancer en el varén™.

Esta enfermedad presenta un curso evolutivo incierto, y los parimetros clinico-
patoldgicos habituales han demostrado ser insuficientes para predecit dicha evolucion, por lo
que se hace necesario el estudio de nuevos marcadores prondsticos complementarios, que nos

permitan diferenciar los tumores indolentes de aquellos que van a progresar.

El objetivo principal de este estudio es establecer estas herramientas que nos ayuden a
configurar perfiles prondsticos del paciente con CaP, por medio del estudio de la expresién de
diferentes marcadores inmunohistoquimicos, la presencia o ausencia del gen de fusién
TMPRSS2-ERG vy el grado de metilaciéon del gen PITX2. Pretendemos estudiar su relacion
con la progresiéon de la enfermedad y averiguar si la presencia de estos marcadores tiene

utilidad pronéstica.

1. NUESTRA SERIE

Previo a la valoracién de los resultados referentes a los nuevos marcadores prondsticos
que se evalian en este estudio, pasamos a detallar aquellas variables clinicas cuyos resultados
difieren respecto de las series de referencia, pues en determinadas ocasiones esto puede
justificar ciertos resultados que no concuerdan con la literatura.

En este sentido, llama la atencidn las diferencias existentes entre el Gleason de la biopsia

y el de la pieza de PR, asi como la diferencia entre el estadiaje clinico y patolégico.

En el caso del Gleason, observamos que la frecuencia de Gleason <7, de 7y >a7enla
biopsia es de 59, 33 y 8% respectivamente, mientras que en el caso de la pieza es del 28, 50 y
22%. Es importante este aspecto, pues el grado de Gleason hoy en dia es uno de los factores
determinantes a la hora de decidir la pauta a seguir en los pacientes con CaP.

Muiltiples autores han publicado trabajos sobre este fenémeno de infragradacion en la
biopsia, estableciéndose una concordancia entre el Gleason de la misma y el de la

. . . 286287
prostatectomia en torno al 50% en las diferentes series .
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Esta infragradacién puede ser debida a diferentes factores, entre ellos, la variabilidad
interobservador existente, pues no deja de ser una valoracién en parte subjetiva. Las
recomendaciones para reducir al maximo los problemas derivados de esta variabilidad incluyen
el aumento de la objetividad de los criterios de Gleason y la existencia de un uropatélogo
especializado®™. De hecho, con el objetivo de mejorar los criterios utilizados para definir el
Gleason, se realizé una revision del sistema de puntuacién en la reunién de Consenso sobre
Gleason de la ISUP del 2005%. En nuestro centro todas las muestras han sido analizadas por
la misma uropatéloga de forma que al menos, existe cierta homogeneidad en el analisis.

También el nimero de cilindros influye en el grado de concordancia entre muestras,
como se detalla en el estudio publicado en 2006 por Mian y cols. donde se presenta el
esquema de la biopsia como unico factor capaz de mejorar la correlacion entre el Gleason de

» .
% En nuestra setie los

la biopsia y de la pieza, siendo ésta mejor a mayor numero de cilindros
pacientes incluidos pertenecen a los afios previos a ampliar el esquema de biopsia de nuestro
centro, por lo que tan solo se obtenfa un total de 6 cilindros. Este hecho podria explicar el

porcentaje elevado de infragradacién de la biopsia en nuestro estudio.

En el caso del estadiaje, el valor mas llamativo en nuestra serie es el del T3, teniendo en
el estadiaje clinico un 1% y un 21% en el patolégico. En el momento del estudio, la
estadificacion local estaba limitada por la deficiencia de técnicas de imagen correctas para el
estadiaje local preoperatorio. Con el objetivo de mejorarlo se utilizan hoy en dia nuevas
técnicas, como es el caso de las diferentes modalidades de la RM. La resonancia magnética
multiparamétrica (RMM), es considerada la modalidad mas util para el estadiaje local del CaP.
Sin embargo, ofrece una baja sensibilidad para la deteccién de extensién extraprostitica, y

tiene escasa utilidad en el bajo riesgo™*"

. Con el fin de mejorar la precisién en el estadiaje
local también se emplea la RM endorrectal (RM-e), la cual aporta una mayor exactitud,
consiguiendo una mejor caracterizacién espacial de la anatomia zonal prostitica®. Aumenta la
calidad de la imagen y mejora la localizacién en comparacién con la RM tradicional, por lo que
aporta un valor adicional en la estadificacién local del CaP*. Tiene utilidad principalmente en

la identificacién preoperatoria de extensién extracapsular y la invasion de las vesiculas

seminales cuando es interpretada por radiélogos genitourinarios especializados”.

No hemos encontrado que ninguno de nuestros marcadores se relacionen con la
presencia de IPN. De hecho, la significaciéon pronéstica de esta variable sigue en entredicho.

Para muchos autores la presencia de IPN en la biopsia es un indicador de riesgo de extensién
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extraprostitica (EEP), de afectacién de margenes y de RBq™>**. En diferentes estudios se ha
postulado una relacién de la IPN con otros factores prondsticos conocidos como son el
Gleason, el estadio clinico o los MQP en la pieza. En cuanto al establecimiento de factor
predictor independiente de recidiva tumoral los estudios son dispares, no siendo hoy en dfa un
factor concluyente de recidiva®™.

Por otra parte, la tasa de margenes positivos obtenidos en el analisis es de
aproximadamente un 40%. En las series publicadas las tasas que se presentan son muy
variables, pero en todo caso, menores a los presentados en nuestro estudio, con valores en un
rango que va del 10 al 339%™,

Con la llegada de las técnicas minimamente invasivas, como la prostatectomia radical
laparoscépica (PRL) y robética (PRRB) se postuld que la tasa de matrgenes afectos aumentatia.
No sélo por la curva de aprendizaje, sino también por el auge de las cirugfas preservadoras de
bandeletas neurovasculares™. Sin embargo, parece ser que la incidencia de MQP va
disminuyendo progresivamente, por una parte por el diagnéstico mas temprano con estadios
mas iniciales y por otra parte por una mayor expetiencia quirdrgica en las diferentes vias de
abordaje de la PR. De hecho, en un meta-analisis del 2012, en el cual se comparaban los
resultados oncolégicos tras PRR, PRL y PRRB, no encontraron diferencias en cuanto a la tasa
de MQP™™.

En nuestra setie, en el periodo de tiempo del 1999 al 2005 todavia no se habian
implantado técnicas minimamente invasivas en nuestro centro, pero si que era el inicio de la
PR abierta. La incorporaciéon de nuevos cirujanos del servicio a la realizacion de esta técnica,
los residentes en formacién junto con la infragradacién y el infraestadiaje, podrian explicar la
alta tasa de margenes que hemos obtenido en el trabajo.

El valor de los margenes positivos nos lleva a comentar la RBq, pues es sabido que
existe correlacién entre ambas variables™, de forma que la tasa de margenes positivos podria

justificar la elevada cifra de RBq de la serie presentada (36%).

De los pacientes incluidos en el estudio, tan solo 9 presentaban ganglios positivos. La
explicacién a este hecho es sencilla, y es por dos motivos: el primero porque en el periodo de
tiempo del que son los pacientes no se intervenfan aquellos que eran diagnosticados de un CaP
de alto riesgo. Con la publicacién de los trabajos de Bolla en el 1997 sobre el tratamiento
combinado con RT y HT para los tumores localmente avanzados, los pacientes eran derivados

a estas opciones terapéuticas y la cirugfa era reservada para tumores clinicamente
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localizados™". Esto justifica nuestro escaso nimero de altos riesgo en la serie, por lo tanto,
menores pacientes N positivos.

Por otra parte, anteriormente las linfadenectomias no eran ampliadas, sélamente se
realizaban las linfadenectomias ileobturatrices, nivel mucho mas limitado que el que se
recomienda en la actualidad. Cabe destacar que en estudios recientes se ha demostrado que la
fosa obturatriz no siempre es la ubicacién primaria de depdsitos metastisicos en los ganglios
linfaticos, por lo que una linfadenectomia pélvica limitada a la fosa obturatriz pasatfa por alto
alrededor del 50 % de las metastasis ganglionares. Por lo tanto, a la hora de realizar una
linfadenectomia pélvica, debe considerarse una linfadenectomia ampliada, a pesar de tener el
inconveniente de requerir mayor expetiencia quirdrgica y mayor tiempo intraoperatorio™”.
Hoy en dia el método de referencia para la estadificacion N sigue siendo la linfadenectomia
quirargica pero la ampliada, pues las técnicas de imagen tienen baja rentabilidad para deteccion

de adenopatias. Puede realizarse mediante técnica abierta, laparoscépica o robética.

2. EXPRESION DE MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS

A lo largo del tiempo se han buscado marcadores capaces de ayudar en la clasificacién,
diagnéstico, prondstico y tratamiento del CaP. Constantemente surgen nuevos trabajos sobre
diferentes biomarcadores, como consecuencia de la relativa necesidad de encontrar métodos
de clasificacion de riesgo diferentes y mas precisos que de los que disponemos en la
actualidad®. Aun asi, todavia no disponemos de ninguno que haya conseguido sustituir a las
actuales herramientas utilizadas en la practica habitual. Ademas, no hay que pasar por alto, que
los métodos utilizados, entre ellos el Gleason, no dejan de ser técnicas parcialmente subjetivas.

También los marcadores inmunohistoquimicos, tal y como se interpretan hoy en dfa,
son técnicas sujetas a la valoracién personal del patélogo. Tradicionalmente, las tinciones
inmunohistoquimicas se han puntuado de forma manual, sin embargo, es un trabajo que
requiere un tiempo elevado e implica una importante subjetividad. Con el fin de mejoratrla,
aparecen métodos de puntuacion, tanto de la intensidad de la tincién como de la extensién de
la misma, que permiten una mayor imparcialidad. Estos sistemas de puntuacion son
conocidos como métodos semicuantitativos™. Atin asf no evitan éstos cierta variabilidad, pues
no deja de ser una medida personal. Esto implica que pueda haber heterogeneidad en la
metodologfa entre los diferentes trabajos, pues ademas, no existen criterios claros para definir

a partir de cuando consideramos un marcador positivo o negativo, o a partir de qué valor
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consideramos la expresion de una proteina normal o anémala. No hay una definicién como tal
que pueda unificar critetios.

Con el fin de intentar hacer la medicién de estos marcadores mas objetiva, se han
creado métodos automaticos de cuantificaciéon. Han surgido diferentes dispositivos como el
AQUA, Ariol SL-50 (Genetix, San José, California, USA) o el Nuance system from CRi (Woburn,
Massachusetts, USA), que mediante un escaner y un software de analisis de imagen son

305
. Estos

capaces de leer los TMAs con las inmunohistoquimias de forma automatizada
sistemas de puntuacién cuantitativos han demostrado tener buena correlacién con los
métodos semicuantitativos, por lo que serfan unos buenos sustitutos de la valoracién del
patélogo™.

En nuestro trabajo, con el fin de aumentar la objetividad, el método semicuantitativo ha
sido realizado por dos uropatélogos diferentes, ninguno de ellos conocedores de los casos, y
se ha hecho una media entre la interpretacién dada por cada uno de ellos. Aun asi, como
hemos comentado previamente, es dificil comparar nuestros resultados con los obtenidos por

otros grupos, pues la metodologfa utilizada varfa mucho de un estudio a otro y en algunos

casos no se especifica con exactitud los criterios empleados.

Centrandonos en nuestro estudio, pasamos a comentar los resultados obtenidos en los
marcadores inmunohistoquimicos.

El PSA es un antigeno especifico de la préstata que pertenece a la familia de las
kalicreinas, y tiene actividad quimotripsina. Se sintetiza tanto en el epitelio prostatico normal
como el tumoral y su expresion estd directamente regulada por el RA™”. Un analisis
detallado del mecanismo de la actividad del promotor del PSA ha mostrado que el control de
la transcripcién del gen de PSA no se limita dnicamente a la regulacién androgénica, sino que
puede verse inducido ademas por otros factores, como por ejemplo la p53*".

La utilidad de la expresion de PSA es fundamentalmente diagnéstica, para confirmar
focos de adenocarcinoma en los que existen dudas respecto al tumor primario, para confirmar
que es de origen prostatico. La cuestiéon a valorar es si ademas de un complemento para el
diagnéstico en situaciones especiales puede ser un buen marcador prondstico. Es conocido
que la expresién de PSA se pierde a medida que aumenta el grado de Gleason en los tumores

3313 . :
, sin embargo, pocos son los estudios que han buscado demostrar la validez

prostaticos
como marcador pronéstico. Entre ellos, encontramos el trabajo de Erbersdobler y cols. del
2009, donde de forma especifica buscan el valor predictivo de la expresion de PSA en las

piezas de PR para la RBq. Observan que el patrén de Gleason 3 es el principal responsable de
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la expresién de PSA, motivo que justificarfa que tengamos una expresion elevada en los
Gleason 7, pues la mayor parte de ellos son 3+4, de forma que tienen un comportamiento
similar al 3+3. Concluyen que la pérdida de expresion de PSA se asocia con diferentes
caracterfsticas patolégicas adversas, como son un Gleason desfavorable, estadios mas
avanzados y localizacién periférica del tumor, pero en el estudio multivariante no se muestra
como factor independiente predictor de RBg, datos comparables a nuestros resultados’™.

Previamente, otros trabajos fueron publicados buscando el potencial pronéstico del
PSA en la inmunohistoquimia, no obteniendo asociacién alguna con el Gleason o estadio, y
coincidiendo en que la expresién de PSA no era un factor predictor de recidiva en el CaP*"”.

En nuestro trabajo hemos encontrado asociacion entre este marcador y los grupos de
riesgo, y no con el resto de variables clinico-patolégicas, asi como tampoco se ha postulado
como marcador prondstico.

Con todo ello podemos decir que el PSA es un marcador que parece tener una
correlacién inversa con el grado diferenciacién tumoral en el CaP, sin que pueda considerarse
como un factor predictor de RBq, por lo tanto quedando relegado a su uso como marcador

diagnéstico.

La FAP es una de las proteinas mayormente secretadas por el epitelio prostatico normal,
asf como en el tejido prostatico tumoral, por lo tanto, con un importante valor diagnéstico. A
pesar de los intentos en buscar la utilidad de la FAP como biomarcador pronéstico del CaP,
no se ha podido llegar a resultados concluyentes.

Diferentes lineas de estudio sugieren que la FAP es un supresor tumoral especifico del
CaP. El mecanismo mediante el cual puede mediar la regulacién es por su accién tirosin-
fosfatasa. De esta manera, se ha observado que el nivel de tirosin-fosforilacion, la actividad
especifica tirosin-quinasa y la tasa de crecimiento celular, se correlacionan inversamente con la
actividad de la FAP en las células tumorales prostaticas. La expresion y actividad de la FAP en
las células tumorales prostaticas es menor que en el tejido normal o hiperplasico de la prostata.
Asi, la pérdida de expresion de FAP en las muestras con CaP se correlaciona con la
tumorogénesis y el CaP hormonoresistente’*>".

Hay un estudio que evalia la expresion de la FAP tras PR y concluye que el grado de
tincién de esta proteina es un predictor de la supervivencia. Ademas, aquellos pacientes que
progresan y que presentan mayor tincién a FAP son mejor respondedores al tratamiento

1
hormonal®®®.
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Por otra parte, la FAP participa en otros aspectos del CaP, como son las metastasis
6seas. Ya en el 1936 Gutman y cols.” describieron un aumento de la actividad fosfatasa en los
sitios de metastasis dseas osteoblasticas, indicando que la produccién de la FAP juega un papel
importante en el comportamiento osteoblastico de estas lesiones. Existen estudios al respecto
mas actuales que han demostrado que la FAP promueve la mineralizacién 6sea en las
metastasis por CaP™*",

En nuestra serie la expresion de FAP, a pesar de ser elevada en la valoracion global, se
encuentra fundamentalmente expresada en aquellos tumores de mejor prondstico, en
concreto, en los que estin clasificados como T1. Estos resultados concuenrdan con loa
diferentes trabajos describen una expresién elevada en el tejido normal’ y una pérdida de la
expresion en la evolucion de la enfermedad prostatica, por su papel como supresor tumoral en
la carcinogénesis prostatica' ™,

Un dato a explicar de los que obtenemos con este marcador es el mayor porcentaje de
IPN en los pacientes que expresan FAP, resultado que no concuerda con la hipétesis hasta
ahora comentada de que la expresion reducida se relaciona con un peor prondstico. Ante estos
resultados no encontramos un sentido biolégico que lo justifique. Ademds, no hay en la

literatura trabajos que aporten evidencia respecto a la expresion de FAP segun la presencia o

ausencia de IPN, por lo que es dificil comparar resultados en este sentido.

Diversos estudios han puesto de manifiesto el hecho de que el RA se encuentra presente
en el CaP, tanto primatio como metastasico, independientemente del grado de diferenciacion
o del estadio tumoral™.

La expresion del RA en el CaP se ha descrito en porcentajes en torno al 50% , lo cual
corresponde  a los hallazgos encontrados en nuestro estudio, donde la positividad de
expresion del RA es del 44%. Sin embargo, no se ha llegado a establecer de forma consistente
su relacién con la supervivencia en el CaP. Varios estudios han puesto de manifiesto que la
positividad del RA en las muestras de PR no tiene significacién prondstica™.

En el presente trabajo hemos encontrado que existe una relacién entre la positividad
para el RA y el Gleason, de forma que aquellos tumores mas indiferenciados tienen una menor
expresion de RA. No encontramos, por otra parte, relacion entre la sobreexpresion del RA y la
progresion de la enfermedad. Un estudio que apoya estas ideas es el de Henshall y cols. en el
cual no observan ninguna relacion entre la expresiéon de esta proteina con los parametros

o ;. . 327
clinico-patolégicos convencionales™'.
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Por otra parte, la sobreexpresiéon del RA ha sido relacionada con la aparicién de
hormono-resistencia en el transcurso evolutivo de la enfermedad™. Se observa que el hecho
que de que el CaP progrese a hormono-resistente implica una modificacién de la expresion del
RA, la cual aumenta, pues sabemos que los andrégenos y mas su receptor, estin implicados en
la evolucién del CaP*. Se han postulado varios mecanismos por los que la expresién del RA
podtia contribuir a este hecho, como por ejemplo la amplificacién del gen del receptor (este
gen rara vez aparece amplificado en el CaP primatio, pero sf lo hace en el 30% de los tumores
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hormono-resistentes)™. También la existencia de frecuentes mutaciones del RA, observadas

en tumores en los que la terapia hormonal ha fracasado™

y la activacién del RA producida por
citoquinas y diferentes factores de crecimiento. Sin embargo son éstos mecanismos mas
complejos que escapan del objetivo de nuestro estudio, en el cual no evaluamos pacientes con

CPRC, sino tumotes con un diagnéstico de CaP localizados.

La proteina p53, se trata de una molécula supresora de tumores, que ejerce su funcidén
uniéndose al ADN vy regulando la expresiéon de diferentes genes. Ante determinadas
situaciones oncogénicas, responde produciendo la detencién del ciclo celular o apoptosis. Las
mutaciones en p53 que bloquean su funcién, implicaran por tanto el desarrollo tumoral.

En el caso del CaP, se ha observado una correlacién entre la expresion de p53 y la

progresiéon tras PR, independientemente del Gleason y del estadio™

. La mayoria de
estudios establecen un escaso porcentaje de alteraciones de p53 en los estadios tempranos, de
forma que las alteraciones de p53 aumentan conforme progresa el CaP. El grupo de Moul JW
encontrd que tanto p53 como bcl-2 son predictores de recutrencia del CaP tras PR. Estos
resultados son obtenidos en piezas de prostatectomia, sin embargo, no pueden llegar a
conclusiones similares en muestras de biopsia prostatica™.

En nuestro trabajo hemos encontrado asociacién entre este marcador y variables
prondsticas convencionales como son el estadio y Gleason patoldgicos, asf como la IPN y la
RBq. En el caso del Gleason, observamos que la p53 aparece expresada en mayor proporcién
en el caso de pacientes con Gleason de 7 o superior. Lo mismo ocurre con el estadiaje, donde
observamos que el porcentaje de T3 es mayor en el grupo de pacientes que expresan p53 que
en el que no lo hace. La IPN, variable hipotéticamente relacionada con mal prondstico,
también es mayor en el grupo de pacientes que expresan p53. Por ultimo, la tasa de RBq, de
forma significativa, es mas frecuente en el grupo de pacientes con p53 positiva. Con todo ello,
podemos decir que nuestros resultados, en relacién con la p53, siguen la linea de los trabajos

publicados al respecto.
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A modo de curiosidad hemos obtenido un resultado signicativo también para la edad,

de forma que el grupo de pacientes de mayor edad expresan mayor p53.

En nuestro estudio no hemos encontrado asociacién de la racemasa (P504S), PSMA,
topoisomerasa-Ilo, E-cadherina ni B-catenina con ninguna de las variables clinico-patolégicas;

tampoco han mostrado ser buenos marcadores pronésticos.

En lo referente a la racemasa, estudios realizados sobre factores prondsticos en el CaP
no han evidenciado correlacién entre inmunoreactividad para AMACR y grado histolégico de
Gleason, estadio patolégico, estado del margen quirdrgico o indice de proliferacién celular.
Tampoco se ha demostrado relacién de la tincién y las concentraciones séricas de PSA
preoperatorios'* "%, As{ pues, nuestros resultados concuerdan con los datos publicados, de

forma que la racemasa queda desplazada la plano diagnéstico y no prondstico.

La PSMA es una proteina que se halla de forma integral en la membrana de las células
prostaticas, y se ha observado que puede tener utilidad a la hora de predecir la evolucién de los
pacientes con CaP. Estudios in vitro han mostrado que la expresion de PSMA se incrementa
en el CaP respecto a la expresion normal (en torno a un 55%), y es mayor en al caso de las
metastasis que alcanza el 100%, de forma que se cree que juega un papel importante en el
proceso de progresion de la enfermedad™. En la misma linea aparecen otros trabajos en los
que se evalia la expresion de PSMA en el epitelio prostitico benigno, tumoral y en las
metastasis ganglionares, donde se observa que la expresion en todos lo casos es elevada, pero
aumenta en aquellos casos en los que existen células neoplasicas™. Estos hallazgos
concuerdan con los obtenidos en este estudio, pues a pesar de no encontrar una correlaciéon
entre PSMA vy la diferentes variables, ni mostrarse como una marcador prondstico, lo expresan
cerca de ¥4 partes de los casos con CaP.

Cuando evaluamos aquellos pacientes que van a precisar tratamiento hormonal por
progresion de enfermedad (por lo tanto con posibilidad de ser metastaticos), observamos que
éstos son mayoritariamente PSMA positivos (el 85%), datos concordantes con la literatura

antes comentada.

La topoisomerasa-Ilo, una enzima implicada en la replicacién del ADN, transcripcion,

recombinacién y remodelacién de la cromatina, se ha visto involucrada en gran variedad de
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tumores™”. En el caso del CaP, la expresion aumentada de Topoisomerasa-Ila se ha asociado

con la recurrencia y metastasis. Estas células que expresan esta proteina en exceso, presentan
una mayor proliferacién celular, con mayor potencial cancerigeno™. De esta manera, la
topoisomerasa se correlaciona con estadios mds avanzados, recurrencia tumoral, metastasis y
menor supervivencia en el caso del CaP, concluyendo este trabajo que puede ser un buen
marcador prondstico, a pesar de que en nuestro caso no hayamos obtenido una significacién

al respecto.

Diferentes estudios muestran una pérdida en la expresioén de E-cadherina a medida que
aumenta el grado de Gleason y en tumores mas indiferenciados™'>*. Ta E-cadherina es una
molécula de adhesién celular, de forma que cuando hay una pérdida de la misma, hay mayor
facilidad para la migracién celular, y con ello, de progresion tumoral. Sin embargo, se ha
puesto en duda su utilidad como marcador prondstico en los escasos trabajos que hay al

343-344
respecto .

La B-catenina, la cual juega un papel fundamental en la sefializacién molecular a nivel
nuclear, se ha visto implicada también en la carcinogénesis prostitica por medio de la
modulacién de la actividad del RA. La expresion de dicho marcador en el CaP localizado es
significativamente menor en los tejidos tumorales que en el benigno prostatico. Ademas,
niveles bajos de P-catenina nuclear pueden predecir un tiempo hasta la RBq mas corto.
Realizando el analisis en el subgrupo de pacientes con bajo riesgo, podemos decir que los
niveles bajos de B-catenina se asocian a un peor prondstico, es por ello que la determinacién
de la expresion de este biomarcador puede ser util especialmente en los pacientes de bajo
riesgo. Tampoco nuestros resultados aportan significacion estadistica, por lo que no podemos

. . 345
extraer las mismas conclusiones™.

Mencién especial merece la oncoproteina ERG, pues en nuestro estudio pretendemos
evaluar si su positividad se correlaciona con la de la qPCR, y valorar si es un buen marcador
pronostico del CaP.

Se ha observado que muchos factores de transcripcion de la familia ETS, entre ellos el
ERG, juegan un papel importante en el desarrollo del CaP como consecuencia de un
reordenamiento genético. La sobreexpresion de ERG, resultante de la fusién de los genes

TMPRSS2 y ERG, representa el subtipo mas frecuente encontrado en el CaP localizado"*"?,
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En el estudio de Suryavanski y cols., el 51% de pacientes presentaban expresion de
ERG positiva, datos que se corresponden con nuestros resultados, también cercanos a la
mitad de los pacientes con ERG positivo. Muestran ademas que la positividad de ERG se
relaciona de forma inversa con la expresién de p53. También observan una fuerte correlacién
entre la expresién de ERG y del RA (Coeficiente de correlacion de Spearman 0,677)**. No es
éste un hallazgo aislado, pues otro estudio que viene a apoyar esta idea es el de Hoogland,
donde también observan una correlacion positiva entre ERG y la expresion tisular del RA
(p<0,001)*". En nuestro trabajo encontramos ciertas similitudes, pues también observamos
que una mayor expresion de ERG se asocia a la expresiéon del RA, pero también con la
racemasa y la p53, en la cual a diferencia de lo que presentan en este estudio, encontramos una
correlacién positiva. Otro estudio que viene a apoyar este resultado en relacion a la p53, es el
de Nishijima y cols, en el cual encuentran que los pacientes que presentan el reordenamiento
de BRG se asocian a una p53 elevada en pacientes con CaP™. Asf pues la fusién se asocia a la
expresion elevada de p53 (p=0,005) lo que sugiere que las mutaciones de esta proteina pueden
conducir a unos reordenamientos mas agtesivos del gen de fusién en el CaP.

Ademis hay otros biomarcadores del estroma prostitico que también se han asociado al
ERG. Son marcadores que implican una mayor agresividad tumoral, como es el caso del
hialuronan, PDGFRB y la Caveolina-1>*,

Estos resultados son consistentes con la complejidad que implica la carcinogénesis del
CaP, dénde son multiples las vias que participan y los productos implicados, de ahi la
dificultad en llegar a obtener marcadores unicos.

Al hilo de lo comentado, la expresién de ERG puede verse afectada en aquellos casos en
los que el tumor es menos diferenciado, de ahi que en casos de CaP mas avanzados, en los que
hay una pérdida de expresién del RA, haya también una pérdida de ERG, a pesar de existir el
reordenamiento genético. En estos casos, la deteccién del marcador debe realizarse por medio
de otras técnicas, como por ejemplo FISH. En nuestros resultados no encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre el grado de expresion de la proteina
dependiendo del estadiaje o del Gleason, pero si que aparece expresado en mayor proporcién
en el Gleason menor o igual a 7 que en el mayor a 7(78% frente a 22%)), y en el estadio T2
que en el T3. (74% frente a 26%).

Como se ha comentado en la introduccién, son varios los productos ERG de la fusién
génica TMPRSS2-ERG. En un estudio reciente se evalta el tipo de producto detectado por
medio de un sistema conocido como PRISM (high-pressure high-resolution separations with

intelligent selection and multiplexing)-SRM(selected reactiong monitoring) con el fin de
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cuantificar la protefna ERG en las células tumorales prostaticas™

. Este método les permite
identificar 6 subtipos diferentes de ERG en aquellas células que presentan la fusion génica, no
apareciendo en las que no la tienen (indicando que la expresiéon de ERG esta aumentada ante
la presencia del gen de fusién)™'. Finalmente, concluyen que dos subtipos de ERG distintos se
pueden expresar simultineamente en las muestras con TMPRSS2-ERG positivas, de forma
que esta metodologia puede ser util para tipificar el subtipo de CaP a nivel molecular, no solo
de forma cualitativa, sino también cuantitativa. Estos resultados nos llevan a hipotetizar que
los anticuerpos seleccionados para dichas proteinas deben ser especificos y posiblemente los

resultados dispares entre series puedan ser debidos al uso de diferentes anticuerpos frente a

proteinas ERG diferentes.

Por otra parte, también hemos querido valorar la posible relacion existente entre al
expresion de ERG y los factores pronoésticos, asi como la supervivencia en el CaP. Nuestros
resultados sugieren que no existe asociacioén entre parametros clinicos y ERG, ni con el riesgo
de RBq. Sin embargo los resultados presentes en la literatura a este respecto no dejan de ser
contradictorios, pues encontramos en diferentes publicaciones conclusiones dispares.

Un estudio que evalua la positividad de ERG como factor pronéstico concluye que la
expresion de ERG se asocia al CaP clinicamente avanzado y con la supervivencia, sin
embargo, no ven correlacién con el PSA o Gleason. Hay que resefiar que se trata de un
estudio con muy pocos pacientes (30 pacientes de los cuales tan solo 9 tenfan CaP localizado,
11 localmente avanzado y el resto eran HBP) por lo que sus conclusiones deben tenerse en
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cuenta con cautela™. En la misma linea presentan los resultados de su estudio el grupo sueco

de Higglof, asi como otro publicado en 2015 por Font-Tello, los cuales también muestran una
asociacién entre la expresién de ERG y la supervivencia cancer especifica™* .

Otro estudio interesante es el de Berg y cols., en el que evalian a pacientes sometidos a
VA, a los cuales determinan la expresion de ERG en las biopsias y establecen la correlacion
con la progresion de la enfermedad. Concluyen que aquellos pacientes ERG-positivos
muestran una mayor incidencia de progresiéon general (p<0,0001), y por subgrupos de
progresiéon de PSA (p< 0,0001) y progresion histopatolégica (p<0,0001). Ademas, en el
estudio multivariante la expresiéon de ERG es un factor predictor de progresién (R R=2.45; IC
95%=1.62-3.72). De esta manera, proponen la determinacion de ERG para estimar el riesgo
de progresién en pacientes incluidos en protocolos de VA™,

Otros trabajos encuentran resultados similares, en los cuales la proporcién de pacientes

con expresiéon de ERG positiva estd relacionado con el estadio, de forma que a mayor
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positividad del ERG, peor estadio. No encuentran diferencias tampoco para los valores de
PSA preoperatorio, gleason ni IPN. Concretan que no obstante, que llegados a estadios muy

346
. En nuestro caso no hemos evaluado de forma

avanzados se pierde la fuerza de tincién
diferenciada la positividad celular y la intensidad de la tincién, sino el resultado de la suma de
ambas, por lo que a pesar de no encontrar resultados compatibles en cuanto a relacién con

estadio, tampoco hemos podido evaluar la pérdida de intensidad por separado.

Llegados a este punto parece oportuno comentar los resultados del meta-analisis mas
importante realizado al respecto, donde se muestran los resultados de la cohorte mas larga que
examina la sobreexpresion de ERG en pacientes tratados mediante PR*.

En la cohorte prospectiva se incluyen 1.180 pacientes tratados mediante PR con una
mediana de seguimiento de 12,6 afios. No se encontré asociacién significativa entre la
sobreexpresion de ERG y la recurrencia bioquimica (R.R=0,99; IC 95%=0,78-1,26). En el
meta-analisis se incluyen 5.074 pacientes sometidos a PR, con seguimiento hasta la aparicién
de recidiva o muerte. Se observa que la fusién del gen TMPRSS-ERG se asocia al estadio
patolégico, pero no a la recidiva bioquimica (R.R=1; CI 95%=0,86-1,17) niala
enfermedad letal (R.R=0,99; CI 95%=0,47-2,09).

Otro estudio mas reciente que viene a apoyar estas conclusiones, es el de Hoogland y
cols. del 2012, donde observan que la expresién de ERG en la inmunohistoquimia no es un
factor predictivo de recurrencia bioquimica, recurrencia local ni supervivencia global tras PR
en el CaP, resultados compatibles con los obtenidos en nuestro trabajo’".

Una de las lecturas que podemos extraer de nuestros resultados y apoyados por las seties
prospectivas de la literatura, es que la inmunopositividad de ERG no puede ser considerada

como un factor pronéstico en el CaP>.

3. GEN DE FUSION TMPRSS2-ERG

Desde que Tomlins en el 2005 sacara a la luz los resultados relativos al gen de fusién
TMPRSS2-ERG en el CaP"™, son multiples las publicaciones que han surgido al respecto.

La frecuencia de expresion del gen TMPRSS2-ERG se estima que estd en torno al 50%

con ciertas variaciones entre las series publicadas. Estas diferencias pueden deberse en parte al

método elegido para la determinacién del gen de fusién, al tipo de muestra analizada (biopsia

prostatica, pieza de prostatectomia radical, orina o sangre) y al tipo de pacientes seleccionados
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(CaP localizados, localmente avanzados, metastasicos)'#*"*%>7,

En nuestro caso, obtenemos una positividad del gen del 56%, valor que se acerca a las
tasas publicadas hasta ahora. Con el fin de confirmar la presencia del gen de fusién, cogimos
de forma aleatoria 80 casos y realizamos una RT-PCR como segundo método de
determinacién, la cual era concordante con los de la qPCR. Posteriormente, se hizo la

secuenciacién de los casos positivos, los cuales mostraban la fusién con esta técnica.

Por esta elevada frecuencia del gen de fusién en el CaP, inicialmente se valoré su papel
como prueba diagnéstica. Es sabido que la presencia del gen de fusion TMPRSS2-ERG tiene
un papel causal en la iniciaciéon del CaP, pues sabemos que ya en el HGPIN existe la
fusion”™ ademds de ser cancer prostitico especifico, pues no se expresa en el tejido
prostatico benigno™. A pesar de los prometedores resultados en este sentido, en la actualidad,
todavia no ha llegado a sustituir al PSA en el diagnéstico precoz. Si que es utilizada en
determinadas situaciones, como complemento del PSA o para llegar al diagnéstico de
metastasis con tumor primatio desconocido en aquellos centros que disponen de este test.
Ademis, hay que tener en cuenta que se puede determinar en orina por lo que es un test no
invasivo™*.

El FISH es considerado el método de referencia para su determinacién, pero también
podemos detectarlo mediante PCR y por inmunohistoquimia, estudiando la expresién de la
proteina resultante, la ERG truncada. Este método muestra alta sensibilidad y especificidad
respecto al gold estandar, que como se ha comentado es el FISH. El grado de concordancia
entre el gen de fusién por FISH y la detecciéon de ERG en la inmunohistoquimia es elevada,
segun muestra la literatura. Es el caso del trabajo realizado por Park y cols. en 2010, los cuales
obtienen una sensibilidad para ERG cercana al 100% a la hora de detectar el reordenamiento
genético, con solo 2 casos de 131 (1,5%) que expresaban ERG sin ser positivos para la fusién
TMPRSS2-ERG. La especificidad era de 95,7%, con lo que pueden concluir que el anticuerpo
anti-ERG muestra una exquisita asociacién entre el reordenamiento ERG y la expresion del
producto la proteina ERG truncada'’. Resultados similares obtiene otra publicacién en la cual
muestran buena correlacién entre la expresion del ERG en inmunohistoquimia y la
positividad del gen mediante qPCR, motivo por el cual proponen este marcador como nueva
herramienta diagnéstica™.

No ocurre lo mismo en nuestro estudio, donde los valores relativos a la sensibilidad y

especificidad quedan algo mas alejados de esta cifras tan optimistas (45 y 77%
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respectivamente). Estas diferencias entre ambos tests, nos hace plantearnos si realmente el test

inmunohistoquimico de la proteina ERG es tan exacto como se ha reflejado previamente.

El papel del gen de fusién como factor prondstico ha estado en debate hasta hoy en
dia, sin que se haya podido llegar a conclusiones satisfactorias, pues los resultados son
contradictorios. En la mayorfa de estos estudios la presencia del gen se evalia tras PR y se
evalua la asociacién con el desarrollo de RBq, igual que en nuestro caso, donde las muestras
son obtenidas tras la prostatectomia radical.

Asi pues, el objetivo fundamental de estos trabajos, asi como en parte el nuestro, es
encontrar al utilidad de esta marcador molecular, pues dado que aparece de forma recurrente
en el CaP, su mejor caracterizacién puede ayudarnos en la practica clinica. De hecho, muchos
estudios han mostrado un perfil tumoral diferente dependiendo de la presencia o ausencia del
gen de fusion® ",

Nuestros resultados podemos decir que no muestran una asociacién entre la positividad
del gen con ninguna de las wvariables clinico-patolégicas relacionadas clasicamente al
prondstico. Obtenemos como significativa una mayor tasa de margenes positivos en el grupo
de fusién negativa, sin embatgo estos hallazgos no se asocian a una mayor tasa de afectacién
ganglionar ni de RBq, por lo que no encontramos que tengan una significacién clinica
concreta.

En a literatura podemos encontrar resultados que van en nuestra linea, pero también
otros que contradicen nuestras conclusiones.

Es el caso del estudios como el de Rajput en el cual encuentran relacién entre el gen de
fusién y el grado de Gleason. En éste, la determinacién del gen, a diferencia de nosotros, se
realiza mediante FISH. Obtienen un porcentaje de fusién positiva mayor en los casos de
tumores pobremente diferenciados ( 40,7%) que aquellos bien diferenciados (6,7%), por lo
que concluyen que el gen de fusién aporta informacién pronédstica relevante que permite la
subclasificacién del CaP*”. De hecho, como concluye en trabajo de Attard, en el cual evaldan
el estatus del gen de fusién en pacientes con CPRC, aquellos tumores con la fusién
representan un subgrupo de tumores mas sensible al bloqueo con abiraterona, por lo tanto
implican vias tumorales diferentes™.

Sin embargo, otros como el de Lapointe del 2007, coincide con nosotros, no
encontrando relacién entre la presencia del gen de fusién y un Gleason desfavorable™.

Gopalan en 2009 presenta sus resultados, tras llevar a cabo la deteccién del gen de

fusién mediante FISH y no encuentra que la presencia del mismo (siendo positivo en el 42%
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de los pacientes con CaP) se asocie al Gleason, estadio, RBq, metastasis ni muerte™.

En esta misma linea van los resultados del grupo de Fine, donde observan que la fusién
de TMPRSS2-ERG no se asocia con el scote de Gleason™. Otros trabajos solo encuentran

R : s . 200,241
asociacion del gen de fusion con el estadio tumoral™**'.

En cuanto a significaciéon prondstica, evaluada en la mayor parte de los casos como la
tasa de recurrencia bioquimica, también encontramos resultados dispares, mostrando algunos

135,142

autores una mayor tasa de recurrencia cuando existe la fusién génica ™", e incluso una mayor

probabilidad de progresion y mayor MCE*"*.

En un estudio que evaluaba una cohorte de pacientes con CaP a los que se seguian
para manejo conservador, se evalué la presencia del gen de fusién asi como la mortalidad
cancer especifica, observando que aquellos pacientes con fusiéon positiva presentaban un
mayor riego de muerte por CaP>*.

Coincidiendo con nuestros resultados, diferentes autores no encontraron asociacion

entre la presencia del gen de fusién y el prondstico™*"

, es mas, el grupo de Saramiki
encuentra que aquellos pacientes con la presencia del gen de fusién tienen un prondstico mas
favorable, sin encontrar asociacién con factores relacionados con el prondstico como el
Gleason, el estadio tumoral o el PSA preoperatorio™.
En otros trabajos en la misma linea, observan una supervivencia libre de recurrencia mayor en
los casos de fusién positiva>>**.

De esta manera, parece ser que la utilidad del gen de fusion como marcador pronéstico
sigue siendo una incognita. Es posible que sean necesarios trabajos con cohortes prospectivas

con mayor nimero de pacientes que clarifiquen la significacién pronéstica de la fusion génica.

4. METILACION DEL GEN PITX2

Es sabido que la metilacién de determinados genes y su consecuente inactivacion,
contribuye al desarrollo del CaP* y una creciente evidencia indica que la metilacién tiene un
importante potencial en la mejora del diagnéstico del CaP**. Ademds, se ha sugerido que la
epigenética puede aportar informacién prondstica adicional o complementaria a otras técnicas
como pueden ser la inmunohistoquimia u otros marcadores moleculares como es el gen de
fusion. La ventaja de este método es que cuenta con la estabilidad del ADN y que no es una
técnica excesivamente cara, por lo que podria ser una herramienta prondstica con una

consitencia cientifica mayor.
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Con el presente trabajo pretendemos aportar alguna evidencia mas sobre la metilaciéon
del ADN como marcador prondstico, en concreto para el gen PITX2. La decision de elegir
este gen se obtuvo tras realizar una bisqueda bibliografica, donde evidenciamos que el PITX2
aparecia en la mayorfa de los trabajos publicados como un buen marcador pronéstico en el
CaP. Este gen expresa una proteina que actiia como factor de transcripcién, involucrada en el
desarrollo de gran cantidad de 6rganos. La expresion de PITX2 es inducida por la via Wnt y la
proteina mediara la proliferacion celular activando los genes encargadaos de la regulacion del
crecimiento celular’®. Cuando este gen aparece hipermetilado conduce a una silenciacion
génica y por lo tanto una disminucién de la expresion de la proteina PITX2, hecho que se
asocia al CaP™”.

Hay que explicar antes de pasar a comentar los resultados, que los niveles de metilacion
del PITX2 que hemos obtenido son relativamente bajos. En las series de otros autores, en
muchas ocasiones no establecen los valores medios o no establecen puntos de corte para
definir cuando el gen estd hiper o hipometilado. En caso de hacerlo, no especifican cudl es,
por lo que hace complicado comparar nuestros resultados con los de otras series. De hecho,
en algunos casos se opta por la no dicotomizacién de los valores, es decir, no indicar un punto
de corte, sino que utilizan el valor continuo obtenido para la metilacién. En cualquier caso, es
éste un tema conflictivo, pues si el objetivo es estandarizar este marcador, deberia
homogeneizarse el nivel de metilacién considerado como elevado, ya que este contrapunto
puede suponer que los resultados entre series sean diferentes.

En nuestro trabajo hemos considerado la mediana como punto de corte, de forma que
aquellos valores por debajo los hemos clasificado como hipometilados y los que estaban por
encima como hipermetilados. Los resultados que obtenemos en el segmento CpG1l son
concordantes con los hallados en la literatura, de forma que la hipermetilacién de este
segmento del gen PITX2 implica un peor prondstico en términos de RBq en el CaP.

En el 2009 y 2010 Weiss i Bafiez publican los dos estudios mas importantes al respecto,
en los cuales se muestra que aquellos pacientes con CaP que presentan el gen PITX2
hipermetilado muestran tres veces mas probabilidad de recaer. Lo mismo ocurre en nuestro
estudio, donde los pacientes que presentan el gen PITX2 hipermetilado tienen cerca de dos
veces mas de probabilidades de presentar una RBq.

En en caso del estudio de Weiss i cols. se estudian varios genes ademas del PITX2. Se
trata de una cohorte de 605 pacientes de los que se cogen muestras de las piezas de PR, igual
que en nuestro estudio FFPE y observan que entre otros, el PITX2 se asocia de forma

significativa a la RBq, siendo el marcador mas fuertemente seleccionado, aportando
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informacién pronoéstica adicional a los ya clasicamente conocidos, especialmente en pacientes
con un riesgo intermedio, y Gleason 7. Aquellos pacientes con una mediana superior tienen
cuatro veces mas de probabilidad de tener una recidiva bioquimica. Concluyen por tanto que

la metilacién del PTTX2 aporta informacién pronéstica de interés™

. En relacién a los grupos
de riesgo, en nuestra serie observamos que cuando el estudio de supervivencia lo
estratificamos segun esta variable, obtenemos que la metilacién del gen PITX2 obtiene una
mayor rentabilidad en el grupo de bajo riesgo. A diferencia de lo comentado, otros trabajos

368
. En nuestro caso la

apuntan a la utilidad el PITX2 en aquellos casos de CaP de alto riesgo
escasa utilidad hallada en este grupo de pacientes puede deberse al escaso numero incluido.

En el estudio de Bafiez, también son pacientes intervenidos de PR y se pretende ver qué
relacién existe entre la metilacién del gen PITX2 y la probabilidad de recaer . Para ello,
emplean un total de 476 muestras de prostatas en bloques FFPE. Utilizan el EpiChip con
microarrays, observando que aquellos pacientes con un mayor estatus de metilacién, presentan
un mayor riesgo de RBq (HR 3, IC 95%:2-4,5, p<O,OOOOl)369.

Estos resultados serdn corroborados postetiormente por Vanaja, el cual aporta que
ademas de la RBq, aquellos pacientes que presentan hipermetilacién del gen PITX2 tienen un
mayor riesgo de recaida sistémica™”.

En cuanto al método utilizado, basicamente todos los trabajos al respecto utilizan la
qPCR para la medicién de la metilaciéon del PITX2. Un estudio conducido por Dietrich tiene
como objetivo la validacién de este método, pues es accesible para muchos laboratorios, con
lo que puede ayudar a la implementacién de este marcador en la practia clinica. Obtienen en
este estudio que la hipermetilcion de PITX2 es un buen predictor de recurrencia bioquimica
(HR:2,6, p<0,001) cuando es realizado por qPCR, es mas, que este marcado epigénietico,
aflade informacién prondstica al Gleason, estadio patolégico, PSA y margenes quirdrgicos en
el andlisis multivariante. Esta utilidad aumenta para los casos de Gleaosn 7, tal y como hemos

: 1276
visto en otros trabajos™"

. También en nuestro caso obtenemos resultados en esta linea, pues
observamos que la metilacién del PITX2 es mas util en el grupo de pacientes con Gleason <7.
Esta asociacién con diferentes grupos de Gleason también la han publicado otros autores,
encontrando que el PITX2 hipermetilado presenta una significaciéon importante para gleason
bajos a la hora de precedir el riesgo de muerte cancer especifica en este grupo de pacientes””.
Por otro lado, uno objetivos del trabajo era establecer la posible relacién entre la
metilacién del gen PITX2 y el gen de fusién, asi como la expresion de ERG. Tras el

descubrimiento del gen de fusion TMPRSS2-ERG, y su probabilidad de estar implicado en el

desarrollo inicial de CaP, se postula que la etiologia tumoral, asi como el perfil epigenético
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sean diferentes dependiendo de la positividad del gen de fusién. De esta manera, las vias
moleculares de desarrollo tumoral son diferentes en los casos de expresion de ERG
(considerando que es comparable a la positividad del gen de fusién) que aquellos tumores que
no la expresan (en torno al 50%). En relacién a la metilacién de PITX2 y la expresién de
ERG, diferentes trabajos han mostrado que la expresion de este marcador se asocia a la
hipermetilacién de diferentes genes implicados en el CaP”, entre ellos el gen PITX2, pues es
sabido que la hipermetilacién de este gen conduce a cambios moleculares en el CaP, como la
activacién oncogénica de ERG en la mitad de los casos™’.

En nuestro caso, no hemos encontrado asociacién entre la metilacion del gen PITX2 y
la presencia del gen de fusién TMPRSS2-ERG, pero si con la expresion de ERG. Observamos
que la hipermetilacién del segmento CpG7 parece estar asociada a la sobreexpresion de ERG,
no asf el resto de CpGs. No se conoce con exactitud el mecanismo por el cual se lleva a cabo,
por lo que es dificil justificar el por qué de estos resultados””.

Con todo ello, podemos decir que segin nuestros resultados, la metilaciéon del gen
PITX2 puede aportar informacién prondstica en el cancer de préstata, mostrandose como
factor predictor de la RBq, de forma que puede ayudar a determinar petfiles concretos de

riesgo que permitan personalizar el tratamiento para cada paciente con CaP.

Como limitaciones fundamentales del estudio podemos considerar, en primer lugar, que
dado el contexto en el que se realiza el estudio, tenemos un escaso numero de pacientes en el
grupo de alto riesgo, como ya hemos comentado, por ser derivados a tratamiento combinado
con HT y RT. Dado que hoy en dia cada vez mas pacientes con alto riesgo se incluyen para
prostatectomia radical, estarfa bien determinar el prondstico especifico de estos pacientes.

En segundo lugar, que se trata de un estudio retrospectivo y realizado sobre piezas de
PR. Serfa conveniente realizar un trabajo prospectivo donde el test se determinara previo al

diagnoéstico de CaP, es decir, en muestras de sangre/orina o bien en la biopsia prostatica.
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Con los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir:

1.

7.

Los marcadores inmunohistoquimicos en el CaP localizado que mas se expresan son
el PSA, la FAP y el PSMA, siendo la proteina p53 la que aparecen expresada en menor

proporcion.

La frecuencia de presentacion de la fusion génica TMPRSS2-ERG en nuestra serie de

pacientes con CaP localizado es del 56%.

La frecuencia de expresiéon inmunohistoquimica del marcador ERG en pacientes con

CaP localizado es del 35%.

Existe una correlacién baja en nuestra serie entre la qPCR para el gen de fusién

TMPRSS2-ERG y la expresién inmunohistoquimica de ERG.

La expresién de diferentes marcadores inmunohistoquimicos en pacientes con CaP
que han sido tratados mediante PR, se relaciona con diferentes parametros clinico-
patolégicos, indicando su relacién con el prondstico de la enfermedad, como son:
- El aumento de la expresién de la proteina p53, relacionada con un Gleason
mas indiferenciado, estadios patolégicos mas avanzados, IPN y RBq.
- La FAP pierde su expresion en estadios clinicos mas avanzados.
- Hay una pérdida de expresion del RA en aquellos casos con una puntuaciéon
total de Gleason mas elevado.
- La expresién de PSMA aumenta en aquel grupo de pacientes que progresan y

requieren tratamiento hormonal.

El gen de fusion TMPRSS2-ERG analizado mediante qPCR en esta poblacién de
pacientes estudiada, no presenta relacién con ninguna de las variables clinico-

patoldgicas.

La metilacién del gen PITX2 muestra una asociacién con la RBq. En el analisis
multivariante de supervivencia, respecto al intervalo libre de RBq, la metilacién del gen
PITX2 aparece como marcador pronéstico independiente, junto con los grupos de

riesgo, estadiaje y la presencia de ganglios positivos.
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ANEXO 1: CRITERIOS RECIST

Los criterios RECIST 1.1. (Response Evaluation Criteria in Solid Tumours) son una
herramienta util que permite una valoracién objetiva de la respuesta al tratamiento, disminuye

la variabilidad interobservador y unifica los criterios para la decisiones terapéuticas.

Desde 1979 en que se detallan los primeros criterios de respuesta publicados por la
OMS hasta el actual RECIST versiéon 1.1 publicados en el afio 2009 muchas han sido las
publicaciones y trabajos de investigacién que se han apoyado en ellos para el desarrollo de
nuevos firmacos antitumorales. Por ello conviene saber manejar para valorar resultados de las

nuevas terapias que tenemos a nuestro alcance en esta patologia.

Criterios de valoracion:

- Lesion 6rgano medible: Debe medir més de 10 mm en su didmetro mayor.

- Lesién érgano no medible: se incluyen las de <10 mm, tanto medibles como no
medibles.

- Las metéastasis 6seas con componente de partes blandas tienen la misma
consideracién dependiendo del tamafio de la lesién.

- Adenopatia medible: Adenopatia 15 mm en su eje corto.

- Adenopatia no medible: 10-15 mm.

- Adenopatia no valorable: < 10 mm.

- Lesiones diana: son las lesiones que elegimos, medibles, hasta un maximo de 5 y no
mas de 2 en un mismo 6rgano, para evaluar la evolucion de la enfermedad. La suma
de los didmetros de todas las lesiones dianas, didmetro mayor en las de érgano y
menor en las adenopatias, deber ser calculada en el estudio basal, para
posteriormente ser valorada objetivamente en el seguimiento. Las lesiones no diana

no tienen que ser medidas pero sf documentadas en el estudio basal.

Criterios de respuesta:

Lesiones diana en érgano

- Respuesta completa: desapariciéon de todas las lesiones que en el caso de las

adenopatias deben haber disminuido por debajo de 10 mm.
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- Respuesta parcial: al menos una reduccién del 30% de la suma de todos los
diametros.

- Progresion: al menos un incremento del 20% de la suma de todos los didmetros del
estudio previo y al menos un incremento de 5 mm como valor absoluto.

- Enfermedad estable: si la reduccion es menor al 30% o la progresién menor del 20%
6 menor de 5 mm en la suma de los didmetros.

- Lesiones diana en adenopatias. En este caso lo unico que varfa es la respuesta
completa o estabilizacién ya que como se consideran no patoldgicas las < 10 mm, la

suma de los didmetros puede no ser 0.
Lesiones no diana.

- Respuesta completa: desaparicion de la totalidad de las lesiones.

- No remisién completa/no progresion: persistencia de una o mas lesiones y/o
niveles de marcador bioquimico elevados.

- Progresion: aumento de la carga tumoral de magnitud importante o aparicién de

nuevas lesiones

ANEXO 2: TECNICA DE ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

La técnica de electroforesis en gel se emplea para separar macromoléculas en funcién
del tamafo, la carga eléctrica y otras propiedades fisicas. Esta técnica consiste en aplicar
corriente eléctrica a las moléculas para que atraviesen una placa de gel. La fuerza motriz de la
electroforesis es la tensién eléctrica aplicada a los electrodos en ambos extremos del gel. Las
propiedades de una molécula determinan la velocidad con que un campo eléctrico puede
desplazarla a través de un medio gelatinoso. La electroforesis en gel de agarosa es un método
normalizado que se utiliza para separar, identificar y purificar fragmentos de ADN. Se trata de
una técnica sencilla y rapida que permite diferenciar fragmentos de ADN que no pueden
separarse adecuadamente con otros procedimientos. E1 ADN lo localizamos en el gel tifiendo
con Redsafe (ChemBio), que es un agente intercalante fluorescente que se utiliza como

colorante.
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Objetivo
Verificar el producto de la PCR para la amplificacién de la fusion TMPRSS2/ERG ex6n4.
Receta para preparar gel de agarosa

La concentracién del gel de agarosa depende del tamafio de los fragmentos de ADN a separar,
siendo la concentracién minima el 0,7% (fragmentos grandes de varias Kpb) y la maxima el

4% (fragmentos de 50-150 pb).
Procedimiento

1. Preparar la bandeja de electroforesis primero y luego el gel. Las bandejas que se usan vienen
con unos extremos que tienen “lados” que pueden acercar para tapar esa seccion y evitar que
se pierda el gel. De no tener ese tipo de bandeja, hay que tapar los extremos con cinta

adhesiva.

2. Colocar los peines en la bandeja de electroforesis. La bandeja tiene unas “guias” que indican
donde colocarlos. De no ser asi, coloque el peine a 1 cm del borde. Los productos de PCR se
separan mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% p/v en 100 mL tampén TBE 0,5 X y

se tifien con Redsafe (ChemBio).

3. Mezclar 2 g de agarosa con 100 mL de TBE 0.5X en un frasco Erlenmeyer limpio y calentar

en un microondas (Figura 44). Usar guantes resistentes al calor.

Figura 44: Calentamiento de la mezcla de agarosa con el amortiguador (TBE 0,5X)

4. Agitar girando la mezcla de vez en cuando.
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5. Cuando empiece a burbujear, y aclare, agitar constantemente hasta que hierva y se vean

burbujas en la superficie.

6. Asegurar que toda la agarosa se ha disuelto.

7. Remover del microondas y dejar enfriar hasta que se pueda coger sin quemar.
8. Afiadir 8 ul de Redsafe para tedir el gel

9. Verter la mezcla en la bandeja de electroforesis empezando en una esquina (Figura 45), y

romper las burbujas.

10. Dejar que se solidifique el gel y colocar la bandeja en un lugar seguro para que no se

contamine.

Figura 45: a) colocacién de peine en la bandeja, b) vertido cuidadoso de la mezcla en la bandeja, c)

esperar hasta tornarse opaco y sélido.

Para preparar TBE 0,5X
Si se usa TBE 10X:
- En una probeta vierta 100 ml de TBE 10X y afiada agua destilada hasta llegara 2 L.

Electroforesis
Procedimiento

1. Se quita la cinta adhesiva con la que se ha sellado el soporte del gel y se coloca en la cubeta
de electroforesis. jjOJO!!: Los pocillos deben de estar cerca del catodo (polo negativo, color
negro).

2. Se aplican 4 pl del tampoén de carga en un trozo de parafilm y se mezclan con 10 ul de la
muestra preparada. Nota 1: Mezclar la muestra con el tampén de carga, el volumen de muestra

depende del tamafio de peine con el que se han hecho los pocillos en el gel de agarosa,
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normalmente es de 10-30 pl. De tampén de catga se afiade 1/3 del volumen de muestra. Nota
2: El tinte (loading buffer) que se utiliza contiene bromofenol azul y glicerol. El bromofenol
azul es un colorante que se usa para observar el avance el ADN, y el glicerol le da peso a la

muestra evitando asi que ésta se salga del pocillo.
3. Se afiade tampon de electroforesis TBE, de forma que cubra bien el gel de agarosa.

4. Utlizando una micropipeta, cuidadosamente se aplican 8 pl de marcador de pesos
moleculares en el primer pocillo. Para las demas muestras, coloque 10 pl. en los pocillos

siguientes.

5. Se sugiere colocar un papel oscuro debajo de la cubeta antes de cargar las muestras. Esto le

ayudard a ver mejor donde se encuentran los pocillos.

6. Se tapa la cubeta de electroforesis y se conectan los electrodos a la fuente de alimentacién.

Se comprueba que esta bien conectada.

7. Se programa la fuente a unos 120 voltios y se comienza a correr la electroforesis que durara

unos 30-45 minutos (Figura 40).

Figura 46: Aparato de electroforesis y fuente de energfa.

8. Una vez acabada la electroforesis se visualizan los fragmentos de DNA mediante luz UV y

se realiza una fotografia de la imagen (Figura 47).
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Figura 47: Transiluminador
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