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ABSTRACT

HER-2/neu oncogene status and total cellular pl8SHER-2 content were

simulraneously analyzed in 415 invasive breast-cancer specimens by differential PCR and
ELISA respectively. Mathematical analysis of the data led us to establish a cut-off value
of 1.7 for the ratio between the intensity of the HER-2/neu gene band and the reference
gene band, to consider the HER-2/neu gene amplified, and of 260 fmol/mg protein, to
consider p185HER-2 over-expressed. Of the 415 tumours studied, 15% showed a
diverse degree of HER-2/neu gene amplification. Of these tumours, 87% showed over-
expression of the p185HER-2. Of the remaining 352 specimens that did not display
HER-2/neu gene amplification, 97% showed no p185HER-2 over-expression (p <
0.0001). In 40 sclected samples with a p18SHER-2 level lower than 260 fmol/mg
protein, the degrec of pl85HER-2 phosphorylation was very low or undetectable.
Conversely, 38 of 46 sclected tumours with a pI18SHER-2 level higher than 260
fmol/mg protein exhibited a considerable degree of p185HER-2 phosphorylation (p <
0.0001).
Furthermore, these results were compared with those of estrogen (ER) and progesterone
(PR) receptors, pS2 and Cathepsin D (Cat D) content, in 346 invasive primary breast
cancers. At a cut-off level of 260 fmol/mg protein, 53 of the 346 tumours (15%) were
p185-positive. A significant positive correlation was observed between pl85 levels and
those of Cat D, and a weaker, though significant, positive correlation with ER, and pS2
levels, but not with those of PR. However, when only the 293 p185-negative tumours
were considered, the correlation between p185 and ER improved substantally, and .
statistical significance was reached for PR. p185-positive tumours exhibited lower ER
and PR content and higher Cat D content than p185-negative tumours. The pS2
content, in contrast, did not undergo significant variation. Tumours considered to be
p185-positive were significantly more frequently positive for Cat D at the cut-off of 45
pmol/mg protein, and were more frequently negative for ER and/or PR, but only
significant at the cut-off of 15 fmol/mg or higher for both steroid receptors. Finally,
p185 status was not associated with menopausal status, tumour size, axillary-lymph-node
invasiveness or distant metastases. These results suggest that 260 fmol/mg protein Our
data suggest that: (i) differential PCR and ELISA, which are relatively simple
procedures, give similar information on HER-2/neu status in breast cancer; and (1)
given the large series analyzed, the cut-off values established can be considered as safe
values for determining whether, in a given tumour, the HER-2/neu oncogene is
amplified or pI185HER-2 is over-expressed and (iii) as the cut-off for p185 allows the
identification of a tumour sub-population with a more aggressive phenotype.
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Los receptores TK pueden ser clasificados en varios grupos en base a su similitud de
secuencia y a diversas caracterfsticas funcionales. Uno de estos grupos incluye al Receptor
del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR), y a los productos de los proto-oncogenes
HER-2/neu (también llamado Erb-B2), ErbB-3/HER-3, y ErbB-4/HER-4 (1). El proto-
oncogén HER-2/neu se encuentra localizado en el cromosoma 17 humano (2,3) y codifica
una glicoprotefna transmembranal de 185 kDa, denominada p185"E*?== (4), Todos estas
proteinas poseen una estructura molecular muy similar, con un gran dominio extracelular
glicosilado donde se une el ligando, una sencilla regién hidrofébica transmembranal y un

dominio citoplasmdtico donde radica la actividad TXK (5).

Hay un 40-50% de homologia entre la p185"=*%== y e] resto de los miembros de esta
familia, y es el dominio citoplasmético el que est4 m4s intensamente conservado. A pesar de
su parecido estructural y funcional con el EGFR, la p185H® 2 no yne ningiin ligando de
éste, y los del Erb-B3 y Erb-B4 no se conocen. Esto aumenta 1a posibilidad de que cada
receptor de esta familia una un ligando distinto. En la Figura 1 se esquematiza la estructura

de 1a p185MER2 y gy relacién con los otros miembros de esta familia.
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NeuwHER2 HOMOLOGIA %
EGFR  ErbB3/HER3 ErbB4/HER4
sp N 42 38 48
CRD-1 50 47 51
DOMINIO T
EXTRACELULAR CRD.2 a7 42 a4
0 O 0
I L 45 53 52
22a
000 000 76 49 78
DOMINIO
CITOPLASMATICO LS 580aa 83 58 80
cT c 23 8 28

FIGURA 1. Estructura de la p185"*** y homologfa con los restantes miembros de su

JSamilia.
1.1.2. ACTIVACION DEL PROTO-ONCOGEN
La activacién del HER-2/neu se descubrié mediante experimentos en ratas prefiadas,
en las que se indujeron a los 15 dias de gestacién mutaciones puntuales con el carcinégeno

etilnitrosourea, lo que trafa como resultado 1a aparicién en la descendencia de neuroblastomas

y glioblastomas, de ahi su nombre (6).

El alelo transformado manifiesta un tnico cambio en el nucledtido 2012 (T—A)
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respecto al normal. Esta mutacién puntual provoca el cambio de un residuo de valina por uno
de glutamato en la posicién 664, correspondiente al dominio transmembranal (7). La
mutacién es altamente especifica puesto que ella sola genera una total transformacién de la
protefna. Mutaciones andlogas no han sido encontradas en el gen humano, aunque
mutagénesis dirigidas han demostrado que un cambio similar puede activarlo. Experimentos
con ratones transgénicos han demostrado el potencial transformante del gen HER-2/neu.
Cuando se dirige la transformacién con el promotor virico de tumores mamarios de rat6n,
la versién transformada de HER-2/neu de rata induce adenocarcinomas de mama (8).
Asimismo, con el HER-2/neu humano mutado conducido por immunoglobulinas y con el

S$V40 como promotor, se inducen linfomas en animales transgénicos ©).

La consecuencia funcional m4s notable de la mutacién transformante es un incremento
de la actividad TK de la p185"E*%>y de la tasa de recambio (10). Lo mds probable es que
la mutacién afecte a las interacciones intermoleculares que son esenciales para el incremento
de la actividad kinasa, no obstante, el mecanismo intimo por el cual 1a actividad kinasa se
incrementa, no se conoce con exactitud. Se ha postulado que este tipo de activacidn se
produce por el cambio conformacional que origina la mutacidn en el receptor (11), de manera
que se posibilita su agregacién (dimerizacién) y/o estabilidad (12), lo que nunca ocurriria

en la protefna normal, en ausencia de ligando (13).

Por analogia con otros receptores de factores de crecimiento, la dimerizacién del
HER-2/neu tiende a elevar su actividad kinasa y a inducir autofosforilacién de los residuos
de tirosina (14). En este sentido, la p185"=*?™  como otros receptores de factores de

crecimiento, puede ser considerada como una enzima alostérica cuyas partes no cataliticas
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regulan su activida intrinseca TK.

Un segundo mecanismo descrito de activacién del HER-2/neu lo constituye la delecién
artificial, del dominio N-terminal, lo que se traduce en un incremento de su actividad TK lo
que lo hace ser de 10 a 20 veces mds éfectivo en su actividad transformante que el gen

completo (15).

Sin embargo, el mecanismo de activacién oncogénica del gen HER-2/neu mds
relevante en el cdncer humano, radica en la amplificacién y/o la sobreexpresién del gen
salvaje humano, el cual, se vuelve capaz de provocar transformacién fenotfpica "in vitro" en
fibroblastos de ratén, y tumorogénesis "in vivo" (16). El gen HER-2/neu se halla ampliﬁcado
en una gran variedad de adenocarcinomas humanos tales como el de mama, colon o estémago
(17). En el cdncer de mama (18), o en el de ovario (19), se encuentra amplificado en un
25% de los casos, y esta amplificaci6n se ha correlacionado con una recidiva temprana y una
menor supervivencia. Por ello, el HER-2/neu parece ser un valioso factor pronéstico

independiente.

Ademds de la amplificaciéon del HER-2/neu en tumores humanos, también se ha
encontrado sobreexpresién de su ARNm y de la p185"R2»= en ausencia de amplificacién
génica, lo que hace suponer que en estos tumores existen desérdenes transcripcionales y/o

postranscripcionales (20), que podrfan estar involucrados en la oncogénesis.

Ademds del papel del HER-2/neu en la tumorigénesis, otro aspecto que también ha

sido investigado es su participacién en la diseminacién metdstasica del cdncer humano,
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concretamente en tumores gastricos (21). En este sentido, se ha demostrado que la activacién
del HER-2/neu por mutacién es suficiente para desarrollar metdstasis experimentales.
Ademas, la sobreexpresién del gen normal en el epitelio mamario de ratones transgénicos

provoca tumores que metastatizan con alta frecuencia.

La sobreexpresién del HER-2/neu estd asociada con una actividad alta de TK y
autofosforilacién de residuos de tirosina (22). Asi, los tumores inducidos tienen esta actividad
mds alta que el epitelio normal adyacente. Esto implica que la funcion TK juega un papel

muy importante en la transformacién, no s6lo en modelos animales sino en cdncer humano.

Ademds de los tres mecanismos anteriores de activacién del HER-2/neu, previamente
comentados, existe un cuarto mecanismo de transformacién que es altamente inusual, y que
consiste en la formaci6n de heterodimeros entre la p185HER 20 y e] EGFR (23). Usando una
p185ME* %> defectuosa en actividad TK, se ha podido demostrar que esta protefna es un
sustrato de la actividad TK del EGFR (24). Por otra parte, la formacién de estos
heterodimeros, potencia la autofosforilacién de los mismos (25). Este fenémeno se caracteriza
por un aumento de afinidad del EGFR por su ligando, y por una alta actividad TK, que
podrfa conferirle ventajas a la célula a la hora de crecer con relativamente bajas
concentraciones de ligando. Curiosamente, la p185"ER?»= y o] EGFR se sobreexpresan

conjuntamente en una alta proporcién de carcinomas de mama.
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1.1.3. TRANSDUCCION DE LA SENAL

La unién del ligando a la parte extracelular de los receptores TK produce una
dimerizacién de los mismos, que conlleva a una transmisién de sefial a través de la
membrana, y la activacién del dominio intracelular TK. Esto se contimia con una
autofosforilacién de los residuos de tirosina, que de esta manera acomodan los lugares para
las moléculas de transmisién. Cada receptor se caracteriza por una tinica combinacién de
moléculas que son responsables colectivamente de los distintos efectos especificos de cada

factor en las células diana.

Debido al desconocimiento que se tenia de sus posibles ligandos, el estudio de la seifial
de transduccién del HER-2/neu se llevé a cabo mediante anticuerpos monoclonales, capaces
de bloquear el dominio extracelular de la molécula (10,26), y de receptores quiméricos cuya
parte extracelular correspondfa al EGFR y la intracelular a la p185"®* =~ (27,28). La
posibilidad de que la proteina transformante fuera bioquimicamente equivalente al receptor

activado promovié la comparacion entre el tipo salvaje y mutado de la proteina.

Cuando estos receptores quiméricos eran estimulados con ligandos heterélogos, se
producfa un aumento de la concentracién intracelular de Ca?* y del potencial de membrana,
scguido de un incremento de la actividad TK (29). Ademds, se accleraba el movimiento de
los lipidos de inositol asi como el transporte de glucosa a través de la membrana (30). Otros
eventos transcripcionales que siguen a la activacién del HER-2/neu son la rdpida induccién

de la expresién de los genes "fos" y "jun" junto con la de otros gencs de respucsta tcmprana.
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Esta serie de eventos antes comentados estdn probablemente provocados por un grupo

de protefnas que sufren rdpida fosforilacién (31,32). Algunas de éstas forman también
complejos no covalentes con el receptor y su identidad es s6lo parcialmente conocida. Entre
ellas se incluyen la fosfolipasa Cy (PLCy), la protefna activante de GTPasa de ras (ras-GAP)
y la subunidad p85 de la fosfatidilinositol 3’ kinasa (PI3K) (33,34). Estos sustratos muestran
todos un mismo motivo en la secuencia, llamada "src homology 2" (SH2), que permite la
unién de estas proteinas a residuos de tirosina fosforilados del receptor activo. Con estas
observaciones se predijo que el HER-2/neu cataliza la actividad de la protefna Kinasa C,
afecta la actividad de las protefnas del ras y eleva los niveles de lipidos de inositol
fosforilados. Andlisis con anticuerpos monoclonales revelan también la estimulacién de un

fosfatidilinositol 4’-kinasa.

Es interesante destacar que la inhibicién de la desfosforilacién induce la aparicién de

sustratos similares en lineas celulares de mama humana (33), mientras que la sobreexpresién
del HER-2/neu normal lleva a la fosforilacién constitutiva de la PLC+y (22). Estos hallazgos

sugieren el papel de los posibles sustratos en cdnceres que expresan el receptor.

Aunque existen sitios de fosforilacidn de tirosina homélogos entre el EGFR y el HER-
2/neu, éstos tienen diferencias funcionales cualitativas y cuantitativas. Mediante receptores
quiméricos entre ambos se ha visto que esta cierta especificidad se debe a un simple
amino4cido en la regién yuxtamembranal, lo que sugiere que esta regién podria ser la que

confiere el acoplamiento distinto al sistema efector post-receptor.

La Figura 2 muestra uno de los modelos de la cascada de reacciones que se producen
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en la célula tras la activacién de los receptores TK.

ligando gy

citosol

raf

MEK/MAPKK

nucleo

FIGURA 2. Cascada de reacciones tras la activacién de los receptores TK.

1.1.4 LIGANDOS QUE INTERACTUAN CON LA p185HER2/ace

La existencia de un ligando natural para HER-2/neu fue deducida sobre la base de la
homologfa estructural y funcional con otros receptores conocidos de factores de crecimiento.
Debido al fracaso para identificar un activador especifico, y a su alta actividad basal TK,
se barajé la posibilidad de que la p185"ER2™* podfa ser un receptor atfpico, capaz de

funcionar sin necesidad de ligando. Una acci6n estimulante de la actividad de la p185"ER-2/es
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fue detectada en varias fuentes biolGgicas tales como el medio de crecimiento de fibroblastos
transformados con ras (35), el de lineas celulares de cdncer de mama (36,37,38) y de células
hematopoyéticas (células T y macréfagos activados) (39,40), o en el suero de temero neonato

y en extractos de rifién bovino (41).

La induccidén de fosforilacién en tirosina en células intactas mamarias fue utilizada
para detectar el factor de diferenciacién en rata de Neu (NDF) (42) y su homélogo humano,
heregulina (HRG) (38), mientras la activacién kinasa "in vitro" hizo posible la deteccién del
factor activante de Neu (NAF) (39) y el factor de crecimiento ligante de Neu (NEL-GF) (41).
Igualmente, la habilidad para la "regulaci6n a la baja" de la p185"E*?** de l]a membrana
plasmitica fue empleada durante la purificacién de un posible ligando de 25 kDa (40), y la

competicién con anticuerpos monoclonales para dos glicoprotefnas, gp30 (36) y gp75 (37).

En base a las masas moleculares y otras propiedades bioquimicas de estos candidatos,
parece que al menos pueden existir tres factores distintos. Esto no deberfa sorprender debido
a la multiplicidad de ligandos observada para el EGFR. De cualquier manera, la
determinacidn indirecta de la relacién receptor-ligando, y la ausencia de moléculas clonadas
(excepto NDF/HRG) dan la posibilidad de que no todos estos factores sean de hecho ligandos
de la p185HER 2 Hasta en el caso del NDF/HRG donde el factor recombinante es posible
y puede sufrir una unién cruzada a la ya relatada molécula de p18S"E**™ po existe una
completa seguridad, debido en parte a que son moleculas descubiertas recientemente (43).
A pesar de esta cuestién, merece la pena considerar los efectos biolégicos de un ligando
puntual. Por ejemplo, ambos NAF (39) y NEL-GF (41) son mitégenos para células que

expresan p185"¥2™ pero no afectan la sintesis de ADN en aquellas células que no expresan
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esta protefna. De forma similar, bajas concentraciones, de gp30 y gp75 estimulan el
crecimiento de ciertas lineas celulares, pero a altas concentraciones el efecto es justamente
el opuesto. Esta dualidad se da también con NDF/HRG. Cuando se aplican estos factores
a ciertas células tumorales mamarias (por ejemplo: AU-565 y MDA-MBA453), se induce una
diferenciacién fenotipica que incluye cambios morfoldgicos y sintesis de componentes ldcteos,
acompafiado de una detencién de crecimiento (42,44). Ademds, la aparicién del fenotipo
maduro lleva a un incremento del drea nuclear, induccién de poliploidias en el ADN y
traslocacion de la p185™*?* desde la membrana hasta el nicleo. Efectos similares fueron
producidos por relativamente altas concentraciones de gp30. Sin embargo, el NDF/HRG
ejerce un efecto mitogénico sobre otras lineas celulares mamarias, tales como SKBR-3 y

MCF-7 (38).

Recientemente han sido clonados dos factores neurales, un factor de crecimiento glial
bovino (GGF) (45) y un factor inductor de la actividad del receptor de acetil colina del ovario
(ARIA) (46), que han sido identificados como variantes del NDF/HRG. Mientras que GGF
ha sido aislado en base a su actividad mitogénica en las células de Schwann, el ARIA estd
involucrado en un proceso de diferenciacion: la sfntesis y concentracién de receptores de

neurotransmisores, en las células musculares, inervadas por neuronas motoras.

Por iltimo, esta dualidad funcional del NDF que es capaz de actuar como un factor
de diferenciacién o como un mitégeno, dependiendo de su concentracién y del tipo celular
sobre el que actia, se da en muchos otros factores polipeptidicos. Esto podrfa deberse a la
existencia de miiltiples formas del NDF. Alternativamente, los niveles de expresién de la

p185HER2s= y 13 de sus homélogos como el EGFR, pueden determinar la naturaleza de la



Introduccibn 13
respuesta biolégica al NDF. Evidencias derivadas del uso de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra la p185"®* %™ indican que efectos biolégicos opuestos pueden ser mostrados

por este receptor, hasta en un mismo tipo celular (31,47).

1.1.5. LA FAMILIA DE LIGANDOS.

La clonacién de NDF (44), HRG (38), GGF (45) y ARIA (46) revel6 que todos estos
factores pertenecen a una misma familia de factores polipeptidicos, razén por la que han
sido denominados NEUREGULINAS (NRGs). Esta seric de protefnas parecen estar
codificadas por un vnico gen, localizado en el brazo corto del cromosoma 8 humano (48).
A partir de una maduracién ("splicing”) alternativa del ARNm surgen varias combinaciones
de moléculas de ligando, las cuales han sido identificadas primeramente a nivel de su

respectivos ARNm (38,45).

La variedad de motivos estructurales reconocidos en esta familia es muy amplio, e
incluye un dominio "EGF", un motivo como Inmunoglobulina (Ig), un dominio "kringle",
una regién espaciadora rica en glicosilacion, y 2 regiones hidrofébicas, un péptido sefial N-

terminal y un tramo transmembranal.

Se proponen dos tipos mayoritarios de NRGs, los o y 8, que se clasifican de acuerdo
a su dominio EGF. Los subtipos 1 y 2 de los dos grupos mayoritarios difieren por la
presencia o no de un tramo de 8 amino4cidos que conectan el dominio "EGF" con el dominio
transmembranal. El subtipo 3 no tiene dominio transmembranal, es decir, acaba en el

extremo C terminal del dominio EGF. Las variantes que incluyen el dominio "kingle" se les
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da la letra K. El esquema de esta nomenclatura se observa en la Figura 3.

TPO QL

8P

oo |

Dom- EGF [

NDF
HRG-O GGFBP4
NRG-a1  NRG-a2 NRG-a3 NRG-a2K

TIPO B

NRG-g1  NRG-B2 NRG-p3 NRG-PK

FIGURA 3. Estructura de los diversos ligandos de la p185™=® %=
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1.1.5.a. El extremo N-terminal y el dominio "kringle"

Todas las NRGs contienen en su extremo N terminal secuencias que son codificadas
por dos exones cuyo orden no ha sido determinado (49). El dominio "kringle"” est4 precedido
por un péptido sefial (PS) hidrofébico, y a continuacién hay unos 50 amino4cidos hidrofilicos
que sufren el corte en la maduracién de la molécula de pro-NRG. Presumiblemente, la
presencia del PS hace posible 1a secrecién de 1a molécula, como es el caso de NRG-SK, pero
en su ausencia, 1a secuencia alternativa del N-terminal, en combinacién con el dominio
transmembranal, permite el transporte del precursor a través de la membrana, como ocurre

en la secreci6n de NDF.

El papel funcional del dominio "kingle" es desconocido, pero puede mediar la
interaccién protefna-proteina o afectar al procesamiento de las NRGs por proteasas
especificas. El N-terminal de los NRGs no neuronales es rica en amino4cidos cargados
positivamente. Estas secuencias se piensa que estdn involucradas en la interaccién, basada
en la carga, de los factores de crecimiento con los proteoglicanos hepardn-sulfatos asociados
a la matriz (HSPG). Potencialmente, la interaccién de las NRGs con los HSPG podria dar

como resultado su presencia e incremento de concentracién en sitios especificos.
1.1.5.b. El dominio como Ig
Todos las NRGs conocidas contienen esta regién, la cual se transcribe de dos exones

separados. Los residuos conservados de cisteina y los amino4cidos que los rodean sugieren

que éstas pertenecen al tipo C2 de las Ig. Este motivo se encuentra en receptores de
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membrana para factores de crecimiento (PDGF-receptor) y linfokinas (interleukin-1 receptor),

moléculas de adhesi6n celular y en la proteina con hepardn-sulfato de la membrana basal.

Este dominio parece estar involucrado en estabilizar la interaccién homofilica
proteina-proteina. Por ejemplo, puede promover dimerizacién de moléculas solubles de NDF
o causar adhesién de células nacientes que expresen la forma membranal de NDF. La

presencia y ubicacién de este dominio sugiere que tiene una funcién esencial.

1.1.5.c. El dominio espaciador

Esta region conecta el dominio Ig con el dominio EGF. Tiene tres sitios potenciales
de glicosilacién y flanquea al N-terminal. Una porcién de 34 aminodcidos de este dominio
estd ausente en las formas neuronales de la NRGs, incluido el ARIA, y esto resulta en una

disminucion de los sitios de glicosilacion.

Se especula que podrfa inducir al nicleo del péptido a adoptar una conformacién
rigida y extendida, esta conformacién mantiene los dominios funcionales adyacentes, Ig y

EGF, expuestos y accesibles a las interacciones moleculares.
1.1.5.d. El dominio EGF

Esta regién estd definida por 6 residuos de cisteina que se disponen
caracterfsticamente sobre una secuencia de 35-40 aminodcidos, y estdn predispuestas a

doblarse en una estructura tipica con 3 puentes disulfuros. La configuracién de las cisteinas
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es similar en todas las NRGs. No obstante, hay 2 tipos distintos de dominio EGF, a y B,

que difieren sélo en el lazo C-terminal.

Es importante el espacio entre la 5* y 6* cisteina asf como la localizacién de un
residuo esencial de glicina que est4 conservado en toda la familia de NRGs. Ademds, el
espacio entre la 32 y 42 cisteina es m4s largo que en otros miembros de las protefnas-EGF
(incluyendo en éstas aquellas que se unen al EGF-Receptor). Esta diferencia es

probablemente responsable de la aparente pérdida de interacci6n entre las NRGs y el EGFR.

La funcién de este dominio EGF es de sitio de unién al receptor.

1.1.5.e. La cola citopldsmatica

Las formas transmembranales de los NRGs muestran 4 diferentes dominios
hidrofilicos citoplasméticos que probablemente provienen de la maduracién alternativa de 3

exones. El aminodcido C-terminal de algunas formas es una valina. Esto es relevante porque
la localizacién similar de las valinas en el TGFa estd involucrada en la regulacién del

procesamiento proteolitico del factor.

1.1.6. EXPRESION DE LAS NRGs.

Por técnicas de Northern blot se han observado diversos transcritos de las NRGs,

siendo el mds largo de 6,8 kb. Esto probablemente se debe a maduracién alternativa de su

ARNm. El nivel de expresién mis alto de estos transcritos se encuentra en 1a médula espinal,
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pero patrones especificos de expresién se han observado en otros érganos. La expresién de
NRG en embridn de pollo se observa desde el dfa 4, y desde el dfa 10,5-11 en embrién de
ratén. Por medio de experimentos de hibridacién "in situ”, ha podido demostrarse que la
expresién de los NRGs en ratén estd confinada mayoritariamente al Sistema Nervioso Central
y Periférico, incluyendo los ganglips de las raices dorsales y los cuernos ventrales adyacentes
de la médula espinal, los neuroepitelios de los ventriculos laterales del cerebro, y las
neuronas que se estdn diferenciando en el encéfalo. Los patrones de expresién en la médula
espinal y en los ganglios dorsales no cambian significativamente en los estados posteriores
del desarrollo embrionario. Patrones similares a estos han sido tambien observados en el

.embrién de pollo.

Es interesante que la expresién de las NRGs en el Sistema Nervioso Central y
Periférico puede corresponder al periodo de susceptibilidad del proto-oncogén HER-2/neu
a carcinogénesis quimica. Este gen se expresa durante la gestacién media y tardia en el
cerebro, pero su expresibn disminuye dristicamente después del nacimiento.
Presumiblemente, la mutacién oncogénica de HER-2/neu, la cual mimetiza la accién de un
ligando, conlleva un aumento de tumores neurogénicos porque ocurre durante una etapa en

la cual las NRGs afectan en mayor medida a las funciones neuronales.

Otra conexi6n entre las NRGs y el cdncer es una dramdtica activacién transcripcional
de los genes que sufren transformacién por el oncogén ras. Ademds, la expresion del factor
fue observada en varias lineas celulares tumorales, incluyendo un fibrosarcoma, melanomas
y adenocarcinomas. Significativamente, un tercio de los carcinomas mamarios humanos

expresan el factor, pero la relevancia para la progresién del tumor est4 en estudio.
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Actualmente, no existe una certeza absoluta acerca de que las NRGs sean ligandos
de p185HER2mu_ Gi bién es cierto que cumplen muchos de los requisitos indispensables para
ello, tambien resulta igualmente cierto que algunos experimentos de interaccién han llevado
a la conclusién de que, como minimo, se requerirfa una molécula, desconocida por ahora,

del tipo receptor TK, que funcionarfa como un correceptor de las NRGs.

Los estudios anteriormente comentados, han llevado a descubrir una nueva familia de
factores de diferenciacién y/o crecimiento neuronales. La elucidacién del papel fisiol6gico
que estos factores desarrollan sobre las células, es un gran desafio, ya que podrfa revelar
ciertas similitudes funcionales entre la biologfa de los epitelios secretores y la de las células
neuronales, asi como explicar de qué manera, estos factores pueden ejercer distintos efectos

biolégicos sobre diferentes lineas celulares.

1.2. EL CANCER DE MAMA: GENERALIDADES

El céncer de mama constituye el tumor maligno m4s frecuente en la mujer. As{, en
determinados paises como Estados Unidos y Canad4, o en aquellos de la Europa del Norte,
se calcula que aproximadamente 1 de cada 10 mujeres desarrollard esta enfermedad a lo largo

de su vida (50).

En Espaiia, la incidencia del cdncer de mama es sensiblemente inferior a la registrada
en los paises norteamericanos y en los del norte de Europa, aunque, al igual que en ellos,

se observa un inquietante aumento de la misma con el transcurso de los afios.
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En Canarias, los datos de que se disponen son parciales, pero a falta de estudios méds
exhaustivos, desarrollados en el 4mbito global de la Comunidad, puede concluirse que la
incidencia viene a ser similar a la registrada en otras comunidades de Espafia, situdndose en

torno a 18-20 nuevos casos diagnosticados por cada 100.000 habitantes y afio (51).

Los estudios epidemiol6gicos han permitido detectar una serie de factores que
entrafian un mayor o menor riesgo de contraer cdncer de mama. Aunque un estudio
exhaustivo de los mismos excederia el propdsito de este trabajo, bueno serd comentar

sucintamente aquellos mds destacados.

- Edad. En general, la incidencia de cdncer aumenta de forma exponencial con la
edad. Esta aseveracién es perfectamente vélida para el caso concreto del céncer de
mama; asi, esta enfermedad es extraordinariamente rara por debajo de los veinticinco
anos de edad. A continuacion, aumenta rdpidamente de incidencia entre los
veinticinco y cincuenta afios, para luego estabilizarse y volver a aumentar por encima
de los sesenta afios. La edad media de la paciente en el momento del diagnéstico se

sitda en torno a los 50 6 60 afios de edad (52).
- Antecedentes familiares. En general la probabilidad de desarrollar cdncer de mama

aumenta si hay antecedentes previos de cdncer de mama en familiares directos, tales

como madre o hermanas (53).

- Historia menstrual. Segin algunos estudios, la probabilidad de desarrollar cdncer de
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mama aumentarfa si la menarquia es temprana, o si la menopausia es tardfa; es decir,

si el tiempo de exposicién a los estrégenos estd incrementado (54).

Fertilidad. El riesgo de padecer cdncer de mama disminuye en aquellas mujeres que
han tenido su primer hijo antes de los veinte afios de edad. Por el contrario, este
efecto protector se piérde en las primiparas afiosas. En las nulfparas, la probabilidad
de desarrollar cdncer de mama est4d aumentada (55). Asimismo, la lactacién parece

tener un efecto protector frente al cdncer de mama (56).

Enfermedad benigna previa de la mama. Este tema ha sido objeto de gran
controversia, motivada tal vez porque bajo la denominacién de enfermedad benigna
de la mama, se incluyen una gran variedad de entidades clinicas diferentes.
Actualmente se acepta que sélo las pacientes que presentan hiperplasia atfpica tienen

una mayor probabilidad de desarrollar cdncer de mama (57).

Factores dietéticos. Existe una correlacién positiva entre el consumo de grasa y de
proteina animal y la incidencia de diversos cdnceres, entre ellos €l de mama (58). En
este sentido, resulta interesante comentar que la incidencia de cdncer de mama es muy
bajo entre las japonesas, cuya dieta posee un bajo contenido én grasa. Sin embargo,
las mujeres americanas de origen asidtico, cuya dieta es ya similar a la del resto de

la poblacién, presentan una incidencia de cdncer de mama también similar (59).

Exposicién a los estrégenos. El papel que las hormonas sexuales desempefian en la
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patogenia del cdncer de mama es indiscutible, lo que puede quedar patente si se
toman en consideracién las dos observaciones siguientes: a) la incidencia de cdncer
de mama en el varén es sumamente baja; y, b) la ovariectomia en edades tempranas
disminuye sensiblemente el riesgo Ade padecer cdncer de mama (60). No debe
olvidarse que el cdncer de mama es un tumor hormonodependiente, y por
consiguiente el papel que desempefian las hormonas sexuales en su patogenia es

crucial.

En lo que respecta a los estrégenos endégenos, hay estudios que indican que las
mujeres con cdncer de mama presentan unas cifras urinarias de estrégenos més altas
que mujeres sin esta patologia (61). Respecto a los estrégenos exdgenos, existe una
gran controversia acerca de su posible papel carcinogénico, debido especialmente al
uso extendido de los anovulatorios entre las mujeres fértiles, o al uso de terapia
estrogénica sustitutoria tras 1a menopausia, para combatir ciertas anomalfas tales como
atrofia de la mucosa vaginal, o para prevenir la osteoporosis. Segin ha sido
publicado en fechas relativamente recientes, la toma de anovulatorios no aumenta la

probabilidad de desarrollar cdncer de mama (62).

1.2.1. ANATOMIA PATOLOGICA DEL CANCER DE MAMA

El examen histolégico del cdncer de mama es de suma utilidad de cara a establecer

el didgnostico de la lesién y su prondstico.

Aunque una exposicén detallada de la anatomia patoldgica del tumor excederfa los
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objetivos del presente trabajo, bueno serd hacer una breve reseiia de la misma.
1.2.1.a. Carcinomas in situ.

Corresponde a las formas tumorales diagnosticadas precozmente, y por consiguiente
presentan un buen prondstico. En este estadfo, el tumor atin no ha rebasado la membrana
basal y por tanto, no ha invadido el estroma adyacente. Existen dos variedades principales:

la forma ductal y Ia forma lobulillar.
1.2.1.b. Carcinomas infiltrantes.

De entre ellos pueden distinguirse diversos tipos, tales como el carcinoma ductal
infiltrante, que es el tipo mds comiin de cdncer de mama, el carcinoma lobulillar, el medular,

mucinoso, papilar, etc
1.2.2. ESTADIAJE CLINICO DEL CANCER DE MAMA

La progresién de la enfermedad tumoral, permite clasificarla en diversos estadios,
basados en el estudio de tres pardmetros significativos, tales como tamafio del tumor,
infiltracién a ganglios linfiticos regionales, y metdstasis a distancia (clasificacién TNM). En

base a estos pardmetros, se han deﬁnido los siguientes estadfos (63):
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1.2.2.a. Tamaiio del tumor

TO:  Tumor "in situ”.

T1:  Tumor con didmetro igual o menor a 2 cm.
T2:  Tumor con didmetro entre 2 y 5 cm.

T3:  Tumor con didmetro mayor de 5 cm.

T4:  Tumor de cualquier didmetro con infiltracién de la pared tordcica o de la piel.

1.2.2.b. Afectacién ganglionar

NO:  Ganglios axilares homolaterales no afectados.

N1: Ganglios axilares afectados.

N2:  Ganglios axilares afectados, fijos unos a otros o a otras estructuras.

N3: Ganglios supraclaviculares o infraclaviculares homolaterales afectados, as{

como los de Ia arteria mamaria interna.

1.2.2.c. Metdstasis a distancia

MO:  Ausencia de met4stasis objetivables radiolégicamente.

MI1: Presencia de metéistasis.
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1.2.2.d. Clasificacién por Estadfos Clinicos

Estadio I: Tl NO MO
Estadio IIA: TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Estadfo IIB: T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio ITIA: TO N2 MO
Tl N2 MO
T2 N2 MO
T3 NI1,N2 MO
Estadfo IIIB: T4 NO-N3 MO
T1-T4 N3 MO

Estadio IV: T1-T4 NO-N3 M1
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1.3. FACTORES PRONOSTICOS EN EL CANCER DE MAMA

Aproximadamente un 50% de las pacientes con cdncer de mama operable sc
mantendr4n en remisién durante un largo periodo de tiempo, o incluso se curardn. Una
adecuada diferenciacién del grupo de mejor prondstico de aquel otro destinado a recurrir, es
importante de cara a identificar aquellas pacientes que deben someterse a un tratamiento mis

agresivo y separar a aquellas otras que no precisan terapia adicional (50).

Al objeto de intentar predecir con una cierta probabilidad qué pacientes tendrdn una
buena o mala evoluci6n, se ha realizado un enorme esfuerzo investigador en los \iltimos afios,
al objeto de poder precisar qué factores son los que influyen en la evolucién de esta
enfermedad. Entre estos factores de riesgo, los que merecen una mayor consideracién son

los siguientes:

1.3.1. TAMANO DEL TUMOR

El tamafio del tumor estd fuertemente correlacionado con la supervivencia. Asf,
pacientes con tumores de menos de 1 cm de didmetro presentan un 98% de probabilidad de
supervivencia a los cinco afios. Por el contrario, las pacientes con tumores de més de 5 cm
de didmetro presentan una probabilidad de supervivencia del 82% (64). El efecto del tamaiio
tumoral quizd quede ain mds patente si se hace un seguimiento de las pacientes por un
periodo de tiempo mds prolongado. Asf, tras 20 afios de seguimiento, ha podido demostrarse
que las pacientes con tumores de menos de 1 cm presentan una probabilidad de supervivencia

sin recaida del 88%. Por contra, esta cifra se reduce considerablemente con didmetros entre
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1y2cm. (65).

En general, puede decirse que el tamafio de un tumor predice el riesgo de su
diseminacién. No obstante, con bastante frecuencia se observan excepciones a esa regla. Asf,
es relativamente comiin encontrar en clinica tumores pequefios con diseminacién linfética,
o tumores grandes sin afectacién ganglionar. Obviamente, otros factores adem4s del tamaiio
del tumor, contribuyen al potencial metastdsico del cdncer, aunque puede admitirse que
aquellas pacientes con un tumor de menos de 1 cm de didmetro, y cuyos ganglios son

negativos, tienen un excelente prondstico a largo plazo.

1.3.2. AFECTACION GANGLIONAR

En ausencia de metdstasis a distancia, la afectacién ganglionar constituye el principal
factor pronéstico en el cdncer de mama (66,67). Es por ello que la mayorfa de las
investigaciones sobre factores prondsticos en cdncer de mama han sido realizadas en el

subgrupo de pacientes sin afectacién ganglionar.

Tal y como se apunt6 antes, existe una cierta correlacién entre tamaiio tumoral y
afectacién ganglionar. Ambos pardmetros, mds la presencia o no de metéstasis a distancia,
permiten clasificar al tumor en los diversos estadios clinicos antes comentados. Resulta
evidente que, cuanto mds precoz sea el estadio, mejor serd el pronostico de la enfermedad.
En nuestra Comunidad, aproximadamente la mitad de los cdnceres de mama se encuentran,
en el momento del diagndstico, en estadio II (51), lo cual evidencia 1a necesidad de realizar

campaiias de mentalizacién ciudadana al objeto de intentar acceder al diagndstico de esta
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enfermedad en etapas mds tempranas, lo que sin duda redundaré en una mayor probabilidad

de supervivencia de la paciente.
1.3.3. GRADO HISTOLOGICO

El grado histolégico feﬂeja el estado de diferenciacién del tumor. Diversos estudios
indican que los tumores con mayor grado de diferenciacién presentan un mejor prondstico
que aquellos mds indiferenciados (68). En general, existe cierta unanimidad en admitir que
los tumores con un alto grado histolégico (grado 3), presentan un comportamiento ma4s
agresivo que aquellos més diferenciados (grados 1 y 2). Sin embargo, el principal problema
que surge al determinar el grado de diferenciacién tumoral es la reproducibilidad del
diagnéstico. En un estudio hecho al respecto, seis patélogos distintos coincidieron en su
criterio en tan s6lo el 15% de las muestras estudiadas (69), lo que podrfa explicar algunas

de las contradicciones encontradas en la literatura.
1.3.4. INDICE PROLIFERATIVO Y PLOIDIA

La citometrfa de flujo se ha convertido en una herramienta de gran aplicabilidad en
Oncologfa, razén por la que cada vez son mds los laboratorios de Anatomfa Patolégica que
la estdn incorporando. Aunque esta técnica posee numerosas aplicaciones, en el dmbito
concreto de la Oncologia quizd sea el estudio del contenido de ADN, el pardmetro més

comunmente utilizado.

Entre los tumores mamarios, algo més de la mitad presentan grados diversos de
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aneuploidias, con indices de ADN superiores al normal (70). Asimismo, la aneuploidfa es
mds frecuente en las pacientes con afectacién ganglionar. En pacientes sin afectacién
ganglionar, la existencia de aneuploidia estd correlacionada con un menor intervalo libre de
enfermedad (71). La aneuploidia ademds se ha asociado con altos grados histolégicos y con
ausencia de expresidn de receptores estrégenicos (72), todo lo cual se traducird en una més

precoz afectacién ganglionar y en un peor prondstico.

El estudio del ADN también permite valorar las células en fase S, cuyo porcentaje
tiene valor pronéstico, al asociarse a un menor intervalo libre de enfermedad y a una menor
supervivencia (71). Aneuploidia y fase S no son pardmetros independientes, ya que los

tumores aeuploides suelen presentar también altos valores de fase S (70).

1.3.5. RECEPTORES DE ESTROGENOS Y DE PROGESTERONA

Desde hace mucho tiempo se sabe que la mama es un érgano hormonodependiente,
es decir, depende para su desarrollo de diversas hormonas, especialmente de las hormonas
sexuales femeninas. No obstante, no fue hasta 1977 cuando pudo demostrarse que la
determinacién de receptores de estrégeno (RE) en muestras de cdncer de mama, posefa una

indudable utilidad prondstica (73).

El RE es una proteina nuclear de 65 KDa que, en su forma nativa, se encuentra
formando complejos con diversas proteinas del tipo "heat shock”. Este receptor nativo puede
ser fécilmente detectado mediante ultracentrifugacién en gradiente de sacarosa, pues presenta

un coeficiente de sedimentacién de 8S. Tras su uni6n a la- hormona, el receptor se libera de
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las protefnas heat shock y presenta un coeficiente de sedimentacién de 4S. A continuacidn,
sufre un proceso de dimerizacién, adquiriendo un coeficiente de sedimentacién de 5S. Estos
dimeros son ya capaces de interactuar, a través de regiones de la protefna ricas en cisteina
y estabilizadas por zinc (zinc fingers), con secuencias especificas de ADN conocidas como
"Elementos de Respuesta a los Estrégenos” (ERE), localizados en la vecindad de diversos
genes sujetos a regulacién estrogénica. Tras la unién del complejo dimérico hormona-receptor
al ERE, se produce la sintesis de ARN mensajeros, lo que se traducird ulteriormente en la
sfntesis de proteinas. El efecto que estas protefnas desarrollan sobre el funcionalismo celular
constituye, en iltima instancia, la respuesta de la célula a la hormona (74). Una de estas
proteinas inducidas por el estradiol, y que merece ser comentada, es | el Receptor de
Progesterona (RP) (75), que estd formado por dos protefnas de 80 y 110 KDa, y que tras

su unién a la hormona actiia sobre el ADN de la misma forma que lo hace el RE.

La presencia de RE en un tumor de mama tiene un interés doble; por una parte refleja
la dependencia hormonal del crecimiento del tumor que, aunque puede no ser exclusiva del
estradiol, si es evidente que esta hormona favorece su desarrollo. Ello explicarfa porqué
un alto porcentaje de tumores RE positivos (aproximadamente un 70%), responden al bloqueo
terapetitico con antiestrégenos, en proporcién directa al nivel del receptor y a la simultdnea
presencia de RP. Por otra parte, aunque adin hay controversia en este punto, parece que la

presencia de RE anuncia una recidiva, si existe, mds tardia (76).

Respecto a la asociacién de los receptores hormonales con otras variables de interés
prondstico, se ha podido demostrar que la presencia de RE y RP en un tumor dado, se

asocia con un menor grado histolégico (77), lo que se traduce clinicamente en un mejor
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prondstico.
1.3.6. RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

Los factores de crecimiento son moléculas que estdn involucradas en el crecimiento
de diversos tejidos. En el caso concreto de la mama, quizds el de mayor interés sea el Factor
de Crecimiento Epidérmico (EGF), que es un polipéptido de 53 aminod4cidos, y cuya sintesis
estd regulada por el estradiol, tanto en tejido mamario sano como en lineas celulares de
cdncer de mama hormono-dependiente. Por contra, en lineas celulares hormono-

independientes, se expresa de forma constitutiva.

Los eventos celulares que tienen lugar debido a la estimulacién del EGF, son
mediados por su receptor de membrana (EGFR). El EGFR es una glicoprotefna de 170 KDa

que posee un dominio extracelular, capaz de reconocer, no s6lo al EGF, sino también a otro
factor de crecimiento denominado Factor de Crecimiento Transformante alfa (TGFa), un
pequeiio dominio transmembranal y un dominio intracelular que tiene actividad tirosina-
kinasa. Este dominio intracelular presenta una alta homologfa de secuencia con el mismo
dominio del producto del proto-oncogén HER-2/neu, lo que los hace formar parte de una

misma familia comentada en profundidad anteriormente.

E! EGF estimula la proliferacién de células de cdncer de mama in vitro (78). Por otra
parte, se han descrito incrementos en la expresién del EGFR en una amplia variedad de
tumores, entre ellos el de mama, y ello se ha asociado a una mayor agresividad en su

comportamiento (79). Ademids, hay una clara correlacidn negativa entre el contenido de
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EGFR y el de receptores para hormonas sexuales (RE, RP), siendo el porcentaje de tumores
EGFR-positivos més alto en los tumores RE o RP-negativos que en los RE o RP-positivos
(~50-60% vs. 30%) (80). Ya fue previamente comentada el efecto positivo del RE y RP
en el prondstico del tumor; por ello, no debe extrafiar que un marcador con efectos negativos
claros, tal como el EGFR, sea expresado con més frecuencia por aquellos tumores carentes

de RE o de RP.

Respecto a su asociacién con otros marcadores ademds de los receptores esteroideos,
diversos estudios han demostrado que los tumores EGFR positivos presentan una mayor
incidencia de infiltracién linfitica (80), y se asocian a un alto grado histolégico (81),

pardmetros ambos que son de por sf indicativos de mal pronéstico.

Tomando en consideracién todos los hallazgos antes mencionados, puede deducirse
que el EGFR, por si mismo, es un marcador de mal prondstico en el cdncer de mama,
circunstancia que se ve agravada por el hecho de que suele ademds asociarse con otros

marcadores del mismo signo.

1.3.7. CATEPSINA D

La catepsina D (cat-D) es una aspirtico proteasa de localizacién lisos6émica y
distribucién generalizada en los tejidos de organismo, tanto normales como neopldsicos. Por
su accién proteolitica, tiene capacidad para degradar, en medio 4cido, a la matriz
extracelular, membrana basal y proteoglicanos, propiedad esta que podria contribuir a

incrementar el potencial metastdsico de las células tumorales. Ademds, la cat-D posee
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actividad mitogénica (82).

En lineas celulares de cdncer de mama hormonodependientes, la expresién de cat-D
es inducida por los estrégenos. Por el contrario, en aquellas lfneas que no expresan RE, la
cat-D se produce de forma constitutiva. Por ello, no existe una adecuada correlacién entre

el contenido de RE y la concentracién de cat-D en tumores de mama (82).

La determinacién de este enzima a nivel citosflico en neoplasias mamarias tiene
interés prondstico, porque niveles elevados de la misma se corresponden con una mayor
afectacidn ganglionar, mayor frecuencia de aneuploidia, periodos més cortos de intervalo

libre de enfermedad, y menor supervivencia (83,84).

Debido a la asociacién observada entre niveles de cat-D e infiltracién linfdtica, y
dadas las propiedades bioldgicas de esta enzima, pudiera deducirse que la misma facilitarfa

la diseminacién linfética del tumor, lo cual se traduciria en un pronéstico més sombrio.
1.3.8. LA pS2

Esta proteina se descubri6 estudiando la expresién de genes inducibles por estrégenos
en la linea celular de cdncer de mama MCF-7 (85), y su funciéﬁ por ahora se desconoce. La
transcripcién del pS2 es controlada directamente por estrégenos, y ocurre en un periodo muy
corto de tiempo. La proteina resultante es un polipeptido de 60 amino4cidos, aunque su
mRNA codifica para 84 puesto que incluye un péptido sefial. Su expresién no es exclusiva

del tejido mamario sino que acontece también en otros tejidos, tales como mucosa géstrica,
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aparentemente sin dependencia del estrégeno.

La elevada expresion y sintesis del pS2 no requiere amplificacién del gen (al menos
en lineas celulares tumorales comparadas con celulas normales en cultivo). Pese a su

dependencia hormonal, pS2, y cat-D no guardan relacién cuantitativa.

En relacién con su posible valor pronéstico en cdncer de mama, resulta evidente que
los tumores pS2 positivos casi siempre son ademds RE positivos. Recientemente, ha podido
demostrarse que las pacientes de cdncer de mama con tumores RE y pS2 positivos, tienen un
mejor prondstico a los cinco afios, que aquellas pacientes con tumores ;610 RE positivos o
aquellas con tumores RE negativos. Asfmismo, las pacientes con tumores pS2 positivos
manifiestan una mejor respuesta a tratamiento hormonal (86). Lo mismo ocurre, en cuanto
a supervivencia, si se consideran subgrupos de pacientes pS2 positivo o negativo, con o sin

afectacién ganglionar.

Por iltimo, la capacidad de produccién de pS2 permite predecir con una cierta

probabilidad, la respuesta de tumores avanzados a la terapia hormonal con tamoxifeno.

1.3.9. GENES SUPRESORES (ANTI-ONCOGENES)

En contraste con los proto-oncogenes, relacionados siempre con la estimulacién de los

mecanismos implicados en el crecimiento y diferenciacién celular, los genes supresores

codifican protefnas que actidan inhibiendo la proliferacién celular.



Introduccidn 35

El primer gen supresor de tumor que fue bien caracterizado fue el gen del
retinoblastoma (87). Mediante el estudio de familias que padecfan esta enfermedad, Knudson
pudo demostrar que la mutacién en este gen le privaba de su efecto supresor de la

proliferacién celular, dando origen a una neoplasia (retinoblastoma).

De los genes supresores, el mds estudiado en el cdncer de mama es el de 1a p53. En
el ser humano, este gen estd localizado en el cromosoma 17 y codifica una fosfoprotefna

nuclear de 393 aminod4cidos.

Diversos estudios revelaron que existfa una correlacién positiva entre los niveles
intracelulares de la proteina p53 y el estado de transformacién celular (88); sin embargo, la
interpretacién de estos resultados cambié radicalmente cuando se observé que el gen original
estaba mutado, y que el tipo salvaje de p53, en contraste con el mutado, no era

transformante.

En estudios posteriores se ha observado que el tipo salvaje de la p53 no sdlo inhibe
1a transformaci6n por oncogenes (ras y Ela) de lineas celulares de roedores, sino que, lo que
es mds importante, inhibe el crecimiento celular en algunos carcinomas humanos, por el
contrario, su forma mutada no funcional se encuentra en niveles elevados en tejidos malignos
de mama, colon, pulmén y es6fago (89). Por todo ello, esta proteina comenzé a ser

considerada como una anti-oncoproteina o proteina supresora de la tumorigénesis.

La p53 se encuentra generalmente mutada en la fase temprana del cdncer de mama,

sugiriendo que podria ser uno de los primeros eventos genéticos que ocurren en la progresién
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del tumor (90). Altos niveles de la p5S3 mutada se han asociado a un mds alto grado
histolégico, y a un m4s avanzado estadio clinico, lo que convierte a esta protefna en un claro

factor pronéstico de agresividad tumoral (90).
1.3.10 ONCOGENES

Mediante experimentacién animal se ha demostrado que los proto-oncogenes juegan
un papel muy importante en la regulacién de los procesbs moleculares que tienen lugar
durante la diferenciaci6n y proliferacién celular. Asi, la expresién anémala de algunos proto-
oncogenes, o la expresién patolégica de su correspondiente oncogén, pueden perturbar la
diferenciacion celular y las propiedades de crecimiento de muchos tipos diferentes de lineas

celulares.

Entre los oncogenes destacados como factores de interés prondstico en el cancer de
mama, pueden citarse los oncogenes jun, fos y myc, la familia de los oncogenes ras y el
HER-2/neu, del que ya se ha hablado previamente, pero sobre el que insistiremos mds

adelante.
1.3.10.a. Oncogenes jun y fos

En el mecanismo de accién de receptores de membrana tales como el EGFR, y los
productos de los oncogenes con actividad tirosin-kinasa, interviene la protein-kinasa C (PKC),
cuya activacién estimula la transcripcién dcl proto-oncogén jun, quc codifica para cl factor

transcripcional AP-1 (91). La proteina AP-1 a su vez estimula la transcripcién de genes que
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incluyen en su regién reguladora la secuencia consenso TGACTCA, que recibe el nombre

de TRE ( "Elemento de Respuesta Transcripcional").

La interaccién entre AP-1/TRE es potenciada por 1a unién de la AP-1 al producto del
proto-oncogén fos, con formacién de complejos AP-1/fos y la aparicién de leucinas "en
cremallera”. Uno de los genes inducibles por estos factores de transcripcién con esta
caracteristica es la colagenasa y por tanto pudiera ser que la actuacién de jun y fos forme
parte de los mecanismos bdsicos de induccién de un fenotipo agresivo en las células

neopldsicas de mama.
1.3.10.b. Oncogén myc

El oncogén c-myc codifica para protefnas nucleares de unién al ADN cuya expresion
es estimulada por estrégenos y regulada por tamoxifen en cdncer de mama humano
hormonodependiente "in vitro" (92). Este oncogén se encuentra amplificado en un 20% de
los tumores mamarios. Aunque actualmente su valor prondstico en mama se discute, debido
principalmente a duc Jos estudios realizados sobre su amplificacién se han llevado a cabo en
series cortas de pacientes, se tiende a estudiar su amplificacién conjuntamente con la del

HER-2/neu con el que parece mantener una fuerte correlacién negativa.
1.3.10.c. Oncogén ras

La familia de proto-oncogenes ras estd constituida por tres genes: H-ras, K-ras y N-

ras, que poseen un alto grado de homologia estructural. Codifican proteinas de 21 kDa con
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actividad GTPasa que juegan un importante papel como mediadores en la transduccidn al
interior de la célula de sefiales externas que regulan el comportamiento celular, en particular

su crecimiento, divisién y diferenciacién (93).

La activacién de los miembros de la familia ras se produce por mutaciones puntuales
que se producen en el ADN gendmico y que se concentran en tres codones: el 12 y el 13,
localizados en el exén 1, y el 61 en el exdén 2. Los cambios de cualquiera de las dos primeras
bases de estos codones provocan la sustitucién de un aminoécido por otro, resultando una
protefna con distinta afinidad por el GTP (caso de sustitucién en el exén 1) o con distinta

actividad GTPasa (caso de sustitucion en el exén 2).

Se ha descrito que la p21 del H-ras se encuentra incrementada de 4-15 veces en
células de cdncer de mama, comparadas con las del tejido normal adyacente. A la vez, en
estudios con lineas celulares de mama estrégeno-dependientes (MCF-7), transfectadas con v-
H-ras que expresan una p21 mutante, se ha observado que tienen un tiempo menor de
duplicacidn, son resistentes al efecto inhibidor del crecimiento de los antiestrégenos, y
generan tumores en ¢l ratén desnudo independicntemente del aporte exégeno de estrégenos.
Tambien existe en esas lineas celulares una secrecién constitutiva de los factores de
crecimiento, cuya produccién es estimulada normalmente por los estrégenos, favoreciendo
as{ la hipotesfs de que v-H-ras hace que estas células pasen a un estadio estrégeno
independiente (94). Asi mismo, se ha asociado la pérdida de un alelo H-ras con el desarrollo

de metdstasis.
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1.3.10.d. El oncogén HER-2/neu

El proto-oncogén HER-2/neu se encuentra amplificado de 2 a 30 veces en un 10 a
30% de los tumores de mama (95). La asociacién entre 1a amplificacién de este gen y un mal
prondstico en el cdncer de mama es un hecho bastante aceptado, aunque cuestionado en
algunos trabajos. Asi de los 33 estudios que han sido publicados hasta octubre de 1993 (96)
sobre la relacién entre amplificacién y/o sobreexpresién del HER-2/neu y el intervalo libre
de enfermedad (ILE) o supervivencia en el cdncer de mama, la gran mayoria relatan la
existencia de una correlacién negativa (18,19,95-109), mientras unos pocos no observan esta
correlacién (110-112). Como supuesto origen de estas discrepancias se han sugerido:
diferencias en la metodologfa utilizada, series demasiado pequeiias y un seguimiento clfnico

desigual.

Segin la literatura, se ha encontrado tambien correlacién entre la amplificacién y/o
sobreexpresién del HER-2/neu y algiin otro parametro establecido de mal pronéstico, entre
los que se incluyen ER negativo (113), afectacién de los ganglios linfaticos axilares (113-
116), tamafio del tumor (116), grado histolégico pobre (116,117), ancuploidia (115), alta

actividad mitotica (118), presencia de metdstasis (119) y juventud de Ias pacientes (120)

Sin duda una de las asociacioncs que mds sc han cstudiado es la del estatus del HER-
2/neu con la afectacién ganglionar. Dado que las pacientes con nédulos negativos (N-), si
bien tienen un prondstico m4s favorable que aquellas con nodulos positivos (N+), muestran
un porcentaje del 20-30% de recidiva, la posibilidad de que el HER-2/neu solo, o en

combinacién con otros factores prondsticos, pueda identificar a aquellas pacientes N- con un
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mayor riesgo de recidiva ha motivado a un buen nimero de autores a estudiar este subgrupo.

De lo publicado actualmente, puede concluirse que, aunque existe cierta contradiccién
en los resultados obtenidos por los diferentes autores, la opinién més extendida es que la
sobreexpresién del HER-2/neu es indicativa de mal pronéstico, tanto en tumores sin
afectacién ganglionar como en aquellos con afectacién, cuando el nimero de casos estudiados
es el adecuado. Lo cierto es que muy pocos estudios cumplen estos requerimientos, lo que

hace dificil realizar una estadistica fiable (96)

En el subgrupo de pacientes con afectacién ganglionar, existe una mayor unanimidad
en la literatura, pues la mayorfa de los trabajos encuentran una correlacién directa entre la
sobreexpresién del HER-2/neu y un menor intervalo libre de enfermedad y de supervivencia
(95,108). Ademds, se ha sugerido que en este subgrupo, la activacién del HER-2/neu puede

ser util como marcador de sensibilidad a quimioterapia adyuvante (121).

La relacién negativa sugerida por algunos autores, entre la activacién del HER-2/neu

y la expresién de receptores de hormonas esteroideas (113), y el hecho de que recientemente
se haya descrito la capacidad del 17-B-estradiol para mimetizar la actividad de los ligandos

de la p185™ERZm= (122)  abre nuevas perspectivas de trabajo con este protooncogén en
cénceres hormono-dependientes, que complementaria la que ya se ha iniciado con la

caracterizacién de sus posibles ligandos y anticuerpos que bloquean este receptor.

------------------------------------------------
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De todo lo anteriormente comentado, pueden deducirse algunas conclusiones
importantes. En primer lugar, el estudio de los factores prondsticos antes aludidos sirve para
diferenciar aquellos cdnceres de mama que tienen una alta probaﬁilidad de presentar una
evolucién m4ds agresiva, de aquellos otros que posiblemente tendrdn una evolucién més
benigna. Ello permitird instaurar terapias mds o menos agresivas en funcién de estos
resultados. En segundo lugar, el estudio de las bases moleculares que subyacen en la
tumorigénesis, permitird, no sélo, la incorporacién de nuevos marcadores prondsticos, sino
la incorporacién de nuevos firmacos, dirigidos a neutralizar aquellos mecanismos implicados
en la progresién tumoral. Un ejemplo de ello puede ser el tamoxifén que, merced a su efecto
bloqueante de los receptores estrogénicos, tiene un indudable efecto terapéutico en el
tratamiento del cdncer de mama, especialmente en aquellas pacientes con tumores RE
positivo. Una posibilidad futura, la constituyen los fdrmacos inhibidores de la
farnesiltransferasa, que, a priori, podrén ser de gran utilidad en aquellos tumores en los que
hay mutacidn del oncogén ras, tales como el cdncer de pancreas, el de colon, o incluso €l de

mama.

Y ya para terminar la exposicién de los factores pronésticos, y a modo de resumen,
se sumariza en la siguiente Tabla el efecto previsible que los mismos desempefian sobre la

evolucién del tumor:
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RIESGO DE RECURRENCIA DEL CANCER DE MAMA, EN FUNCION DE LOS

DIFERENTES FACTORES PRONOSTICOS

FACTOR BAJO ALTO
RIESGO RIESGO

TAMANO DEL TUMOR <lcm >2 cm

AFECTACION GANGLIONAR . +

GRADO HISTOLOGICO 1 2-3

PLOIDIA DIPLOIDE ANEUPLOIDE

FASE S BAJA ALTA

RE POSITIVO NEGATIVO

RP POSITIVO NEGATIVO

EGFR BAJO ALTO

CAT-D BAJO ALTO

PS2 ALTO BAJO

P53 BAJO ALTO

HER-2 BAJO ALTO




L
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En relacién con el estudio del oncogén HER-2/neu, nos propusimos los siguientes

objetivos para este trabajo:

1. Desarrollar 1a metodologfa necesaria para el conocimiento del estado de amplificacién
del oncogén HER-2/neu en cdncer de mama, basdndonos en los métodos de PCR

cuantitativa, y que cumpliera los requisitos de:

a) bajo consumo de muestra tumoral;

b) procedimientos no radiactivos;

c) fiabilidad, reproducibilidad, precisién y rapidez de ejecucidn‘ compatibles con
1a de un buen andlisis de uso frecuente, aplicable al estudio de series amplias

de pacientes.

2. Conocer la relacién cuantitativa en cdncer de mama entre la amplificacion génica de
HER-2/neu y su grado de expresién, mediante el estudio de los niveles de p185MER 2o

a través de un procedimiento tipo ELISA.

3. Establecer un punto de corte seguro para determinar que en un especimen concreto
el oncogén HER-2/neu se halla amplificado y/o estd sobreexpresando su producto, la
pl85HER2m= basindonos en la comparacidén de ambos pardmetros en una seric grande

de tumores.

4, Conocer el estado de fosforilacién de la p185HER2sw presente en especfmenes de

céncer de mama, y estudiar su correlacién con la abundancia de dicha proteina.
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Establecer la correlacién entre la activacién del oncogén HER-2/neu y los pardmetros

clinico-patoldgicos del tumor.

Conocer el estado de los tumores en cuanto a contenido de los receptores de
estrégenos y de progesterona, y su correlacién con los pardmetros clinico patolégicos

del tumor.

Establecer 1a correlacion entre amplificacién del oncogén HER-2/neu y la presencia

de receptor de estrégenos y de receptor de progesterona en el tumor.

Como objetivo a m4s largo plazo, pretenderemos ademas correlacionar los pardmetros

objeto de este estudio con la evolucién de las pacientes.
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3.1. RECOGIDA Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

3.1.1. RECOGIDA DE MUESTRAS

Se estudiaron prospectivamente y de forma consecutiva 415 pacientes afectas de
céncer de mama, procedentes de los Hospitales de la Red del INSALUD de la provincia de

Las Palmas de Gran Canaria.

Las pacientes fueron intervenidas quinirgicamente, como primer paso del tratamiento,
realizdndoseles una mastectomia radical modificada o cirugfa conservadora, previa
confirmacién histolégica de su cdncer de mama. La atencién y seguimiento de las pacientes
fue realizada por los Servicios de Oncologia, Radioterapia, y Cirugfa General de los

Hospitales.

3.1.1.a. Protocolo de recogida de datos

En el protocolo de este estudio se consideraron aquellas pacientes con una historia
clinica completa, en la que figuraran, entre otros, los siguientes parametros: edad de la
paciente en el momento del diagndstico, estado menopdusico, tamafio del tumor, tipo
histolégico del mismo, mimero de ganglios axilares extirpados asf como nimero de los
afectados por la diseminacién tumoral, tiempo en meses de la recidiva (si 1a hubiese) y su

localizacidn, aparicion de metdstasis, localizacién de las mismas, y muerte.
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Una vez realizado el tratamiento, las pacientes fueron sometidas a revisiones
periédicas cada cuatro meses durante los dos primeros afios, y cada seis meses durante los

siguientes.

3.1.1.b. Obtencién y almacenamiento de las muestras

Tras la palpacién del tumor, las pacientes fueron remitidas al Servicio de Radiodiagndstico
donde se les realizé6 una mamografia y/o ecografia, al objeto de valorar la lesién sospechosa.
En el caso de que los resultados de estas exploraciones asf lo indicasen, las pacientes fueron
sometidas a puncidn-aspiracién con aguja fina de la lesién tumoral para su diagndstico
citolégico. En el caso de que éste fuera positivo, las pacientes fueron remitidas
posteriormente al servicio de Cirugia General para intervencién quirirgica, que consistié en
mastectomfa radical o cirugia conservadora, dependiendo del tamaiio de tumor. En aquellos
carcinomas de mama localmente avanzados y/o con metéstasis, el tratamiento quinirgico fue

excluido.

Los especimenes tdmorales obtenidos tras Ia cirugfa, fueron enviados inmediatamente
al respectivo Servicio de Anatomia Patolégica de cada Hospital. Tras la identificacion
macroscdpica de la tumoracién, las piezas fueron congeladas en nitrégeno liquido, y una
parte de cada pieza fue enviada a la Unidad de Tumores Sélidos del Departamento de
Endocrinologfa Celular y Molecular de esta Universidad, donde fueron almacenadas a -70

oC y fueron incluidas posteriormente en el protocolo de procesamiento de tumores.
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3.1.2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Desde principio de los afios 80 en nuestro laboratorio se ha establecido una Unidad
de Tumores Sélidos, cuyo objetivo principal era establecer un Banco de Tumores bien

definido y clasificado para un estudio prospectivo de los mismos.

Con este fin, el procesamiento de la muestra siempre ha intentado seguir un protocolo
que facilite el m4ximo aprovechamiento de la misma para la determinacién de los distintos

marcadores que se propongan de posible utilidad en el transcurso de los aiios.

De esta forma la filosofia actual consiste en almacenar, siempre que sea posible,
parte de la muestra tumoral para determinaciones que puedan plantearse en un futuro, y de
la parte que se procesa, obtener todas las fracciones celulares en las que se ensayan los
marcadores que actualmente tenemos a nuestra disposicién. En la Figura 4 se detalla este

esquema.
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PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA TUMORAL
TEMDG BUFFER DETERGENTE
4 2
13.000 g 7 15 min.

SOBRENADANTE

v

ULTRACENTRIFUGACION
105.000g/60 min.

HOMOGENIZACION
CITRATO/DMSO

ey Pl g—
B ] ] ] ] ] el

FIGURA 4. Esquema de las determinaciones de los distintos marcadores tumorales

realizadas en la actualidad.

3.1.2.a. Material

Homogenizador Polytron PT 3000
Centrifuga refrigerada Sorvall RC-5
Ultracentrifuga Beckmann L7-65
Rotor de 4dngulo fijo Sorvall SE-12

Rotor de 4ngulo fijo Beckmann 70 ITI
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3.1.2.b. Soluciones
- Tampén de tumores

Tris-HC1 pH 7.4 (10 mM)
EDTA Na, (1.5 mM)
Molibdato Sédico (20 mM)
Ortovanadato Sédico (1 mM)
Aprotinina (100 pg/ml)
Monotioglicerol (0.1%, vol/vol)
Glicerol (10%, vol/vol)

Fluoruro de Fenilmetilsulfonilo (PMSF, 1 mM)
3.1.2.c. Protocolo

Se utiliza ‘una porcién de aproximadamente 100-200 mg del tejido almacenado a -70
°C, libre de grasa y troceado, para su homogenizacién en 20 volumenes de tampén de
tumores. Otra pequefia porcién de tejido, aproximadamente unos S0 mg, se utiliza para la
determinaci6n del indice de ploidia y porcentaje de células en fase S mediante Citometria de

Flujo.

Una vez obtenido el homogeneizado, se toman alicuotas de éste para la determinaci6n

de la p53 y de 1ap185"E*?»=_E] resto del homogeneizado es centrifugado a 1.000 g durante
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15 min. para obtener la fraccién nuclear, que se utilizard para obtener el ADN. El
sobrenadante vuelve a centrifugarse a 105.000 g durante 60 min., con lo que se obtienen la

fracci6n citosdlica (sobrenadante) y microsomal (sedimento).

En la fraccién citosélica se llevan a cabo las determinaciones de los niveles de
receptor de estrégeno (RE) y de progesterona (RP), pS2, y Catepsina-D, mientras que la
fraccién microsomal se emplea principalmente para la estimacién semicuantitativa de la
expresi6n de la oncoproteina p185"ER22  as{ como del grado de fosforilacién de la misma

mediante técnicas de Western Blot.

Todo este proceso se resume en la Figura 5.
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MUESTRA

Fenol
U SEDIMENTO ->P roteinasa K—> Etanol —»

HOMOGENEIZACION
ADN

FIGURA 5. Esquema de obtencion de las subfracciones celulares realizado en el

procesamiento de tumores.

3.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE RE Y RP

3.2.1. INTRODUCCION

La estimacién cuantitativa de los receptores de estrégenos y progesterona se realizé

por el método de intercambio con hormona marcada. Este consiste en la incubacién de la

muestra (habitualmente citosol) con ligando marcado radiactivamente, en ausencia o en
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presencia de un exceso de competidor no marcado, que generalmente es la misma hormona.
La hormona no ligada se elimina con carbén-dextrano y la que permanece unida se cuantifica

mediante la valoracién de las radiaciones emitidas por el radiois6topo.

La resta de las cuentas totales (obtenidas tras la incubacién con hormona marcada) de
las inespecfficas (obtenidas tras la incubacién con hormona marcada en presencia de un
exceso de hormona fria), nos daréd las cuentas especificas, correspondientes a la unién del

receptor con su ligando.

En el caso del RE se plantea el problema de la posible contaminacién del citosol con
la Globulina Ligadora de Hormonas Sexuales (SHBG), que, al poseer afinidad por el
estradiol, podrfa interferir en la cuantificacién total del RE, en el caso de utilizar esta
hormona frfa como competidor, ya que desplazaria al estradiol marcado unido a ella, y por

tanto, esta fijacién no se manifestaria como unién inespecffica. Ej:

Citosol + E*

RE-E* + Pi-E* + SHBG-E*: Fijacién Total

Citosol + E* + E

RE-E + Pi-E* + SHBG-E: Fijacién Inespecffica

Resta

ER-E* + SHBG-E*: Fijacién Especfficas

Pi: Proteinas inespecificas
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Por este motivo, se utiliza un analégo del estradiol, el Dietilestilbestrol (DES), que

carece de afinidad por la SHBG. Asf:

3.2.2.

Citosol + E* = RE-E* + Pi-E* + SHBG-E*: Fijacién Total
Citosol + E* + DES = RE-DES + Pi-E* + SHBG-E*: Fij. Inespecifica
Resta = RE-E*: Fij. Especifica
PROCEDIMIENTO

3.2.2.a. Material y reactivos

Contador de centelleo liquido (8) Packard Tri-Carb 2500 TR
[2,4,6,7-*H] 17-B-Estradiol, NEN (ﬁew England Nuclear)
DES (Dictilestilbestrol), Sigma

3H-R5020 (Pfomegestona), NEN (New England Nuclear)
R5020 (Promegestona), NEN(New England Nuclear)
Carbdn activado, Sigma

Dextrano, Sigma

Liquido de centelleo Opti Phase "Hi-safe II" (Pharmacia)
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3.2.2.b. Protocolo

Alicuotas de 100 ul de citosol (por duplicado) se incubaron, a 4 °C y durante 18 hrs,
con 5 nM de *H-estradiol (en el caso de RE) y 10 nM de *H-R5020 (en el caso de RP), en
presencia o ausencia de un exceso (200 veces) de competidor no marcado, DES y R5020

respectivémente.

Tras la incubacién, la hormona no fijada se eliminé por el método de carbén-dextrano,
que consiste en afiadir a la incubacién una solucién de 0.8% de carbén y 0.08% de dextrano
en tampén de tumores. Tras una incubacién adicional de 10 min. a 4 °C, el carbén-dextrano
y la hormona no fijada que éste arrastra se eliminaron por centrifugacién. Del sobrenadante
de esta centrifugacion se recogieron alicuotas de 100 ul que se mezclaron vigorozamente con
2 ml de liquido de centelleo y se contaron. Los resultados se expresan en fmol de receptor

/ mg protefna citosdlica.
3.3. ESTUDIO DEL PROTO-ONCOGEN HER-2/neu
3.3.1. ESTIMACION DE LA AMPLIFICACION MEDIANTE SOUTHERN BLOT

El método del Southern es uno de los mds usuales en el estudio de regiones especfficas
del ADN gen6émico. Este método en si se refiere inicamente a la transferencia por
capilaridad del ADN desde geles de electroforesis a membranas (123), pero nosotros
englobaremos bajo esta denominacién, la digestién por enzimas de restriccién de ADN, su

separacién mediante electroforesis, su transferencia a soportes sélidos y su estudio mediante
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sondas.

La electroforesis en gel de agarosa es un método clésico para la identificacién,
separacién y aislamiento de ADN (124). Dependiendo del tamaiio de los fragmentos a separar
se utilizan geles de varias concentraciones de agarosa, entre 0.2% y 3%, en los cuales la
velocidad de migracién del ADN es inversamente proporcional al logaritmo de su peso

molecular.

El objetivo de la digestién con enzimas de restriccién consiste en fraccionar el ADN
génomico por ciertos locis que marcan las dianas de estas enzimas, para separarlos a
posteriori mediante electroforesis y proceder al estudio del gen o fraccién que nos interese

mediante sondas.

La enzima de restriccién utilizada fue la EcoRI, y como sonda utilizamos un
fragmento del dominio citosélico de 180 pares de bases (pb) del proto-oncogén HER-2/neu,

capaz de hibridar, y por tanto detectar, un fragmento de 1.8 kb del gen.

3.3.1.a. Material y reactivos

Cubetas de electroforesis en agarosa. Hoeffer
Sistema de transferencia por presi6n. Stratagene
Iluminador ultravioleta UV. Stratagene
Trasiluminador de luz utravioleta. Fotodyne

Membranas de nylon. Biodyne
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EcoRI. Boehringher
Agarosa. Sigma
Bromuro de Etidio. Sigma
Marcador de peso molecular "Lambda DNA/Hind III Fragments". Consiste en 8
fragmentos resultantes de la digestién del fago Lambda. El tamafio de los fragmentos
es de: 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 y 125 pares de bases (pb).
Kit de marcaje de ADN. Boehringer

AMPPD. Boehringer

3.3.1.b. Soluciones

- Tampo6n de electroforesis (TAE)

Tris-acetate (0.04 M)

EDTA pH 8.0 (0.001 M)

- Tampédn de carga 5X

Ficoll 70 (25%)
EDTA pH 8.0 (125 mM)
Azul de bromofenol (0.15%)

Xilencianol (0.15%)
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- Solucién de desnaturalizacién

NaCl (1.5 M)

NaOH (0.5 N)

- Solucién de neutralizacion

TrisHCl pH 7.4 (1 M)

NaCl (1.5 M)

- Tamp6n de transferencia

20X SSC

- Solucién EDTA

EDTA pH 8.0 (0.2 M)

- Solucién de pre-hibridacién.

SSC (5X)

Agente bloqueante (2% p/v)

N-Lauril-sarcosina (0.1% v/v)

SDS (0.02% v/v)

59
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- Solucién de hibridacién

Solucioén de pre-hibridacién

Formamida (40%)

Sonda (20 ng/ml)

- Solucidén I

SSC (2X)

SDS (0.1%)

- Solucién I

SSC (0.1%)

SDS (0.1%)

- Tampén 1

Acido maleico (100 mM)

NaCl pH 7.5 (150 mM)

- Tampén de lavado

Tampén 1
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Tween 20 (0.3% v/v)

- Tampoén 2

Tamp6n 1

Agente bloqueante (1% p/v)

-Tampén 3

Tris HCI pH 9.5 (100 mM)

NaCl (100mM)

MgCl, (50 mM)

-Solucién de AMPPD

AMPPD 10 mg/ml.

3.3.1.c. Digestién y electroforesis

Se digieren 10 ug de ADN total con EcoRI (3 U) a 37 °C durante aproximadamente

6-7 horas. Una vez trascurrido este tiempo las muestras se someten a electroforesis.

1) Calentar hasta la ebullicién la cantidad adecuada de agarosa (0.8%) en TAE.
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2) Cuando la temperatura descienda hasta 55 °C, verter la solucién en una cubeta, en la cual

se habrd colocado el peine que dard forma a los pocillos.

3) Una vez gelificado, sumergir el gel en la cubeta de electroforesis que contiene TAE.

4) Anadir tampdn de carga 5X a cada una de las muestras de ADN digerido, dejando la

solucién a una concentracién 1X.

5) Cargar las muestras y los marcadores en los pocillos del gel.

6) Iniciar la electroforesis, aplicando una diferencia de potencial de 27 V durante 12-14
horas. La electroforesis se detiene teniendo en cuenta que para un gel de estas caracieristicas
el azul de bromofenol migra a una velocidad equivalente a un tamafio de ADN de 1 Kb y el

xilencianol a uno de 4,5 Kb.

7) Teiiir el gel durante unos 15 min. con bromuro de etidio, a una concentracién de 1 pug/ml,

agitando suavemente.

8) Visualizar las bandas de ADN con un trasiluminador. Fotografiar el gel con regla, de tal
forma que la distancia que migra cada banda de ADN pueda ser leida directamente de la

imagen fotogréfica.
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3.3.1.d. Transferencia de ADN desde agarosa a membranas de nylon.

Se utilizaron el método de transferencia por capilaridad (Southern) y el método de

transferencia por presién.

- Método de Southern

1) Después de la electroforesis, eliminar la zona del origen del gel y marcarlo con el fin de

orientarlo durante las operaciones sucesivas.

2) Desnaturalizar el ADN sumergiendo el gel en la solucién de desnaturalizacién durante 30

min. a temperatura ambiente con agitacién moderada.

3) Lavar el gel con agua y neutralizar sumergiéndolo en la solucién de neutralizacién durante

30 min. con agitacién moderada, repetir una vez mds.
4) Mientras el gel se encuentre en la solucién anterior, cortar varias piezas de papel Whatman
3MM. Dos de estas tendrdn las dimensiones del gel, y otra serd mayor para poder ser

utilizada como puente.

5) Cortar una pieza de membrana de nylon aproximadamente 1 mm mds largo que las

dimensiones del gel.

6) Humedecer la membrana en agua y sumergirla en el tampén de transferencia durante unos
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5 min.
7) Retirar el gel de Ia solucién de neutralizacién y colocarlo sobre el papel 3MM que servird
de puente, y que previamente se habrd humedecido en el tampdn de transferencia. Asegurarse
que no quedan burbujas entre el papel y el filtro.
8) Colocar el filtro sobre el gel y sobre este los dos 3MM con su mismo tamafio.
9) Cortar papel de filtro con las dimensiones del gel y formar un bloque de aproximadamente
8 cm. Colocar este bloque sobre los 3MM y encima una pieza de cristal y un peso de 400-
500 gr.
10) Dejar que se realice la transferencia de 10 a 24 h.
11) Retirar todos los papeles que se encuentran sobre el filtro. Lavar el filtro en 6X SSC.

- Método de transferencia por presién

1) Después de la electroforesis preparar el gel siguiendo los pasos 1-3 del método anterior.

2) Ver Figura 6. Cortar un rectdngulo en la méscara de pléstico (5), que debe ser inferior a

las dimensiones del gel.
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- 1.Tapa
N B B 2. Juntas
3. Esponja
4. Gel
5. Méscara
6. Filtro
7. Papel de filtro
8. Membrana
9. Juntas
10. Base
11. Clerres
12, Ventana
13. Entrada
14. vValvula

FIGURA 6. Transferencia de ADN por presién (Posi-blot).

3) Colocar sobre la base (10) la membrana (8)

4) Cortar una pieza de nylon y otra de papel 3MM de dimensiones mayores que la ventana
abierta en la m4scara de pldstico. Humedecer en agua y sumergirlas en el tampén de

transferencia.

5) Colocar ambas piezas sobre la membrana (8), primero el papel 3MM y luego el nylon.
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6) Colocar la m4scara de pldstico (5) sobre la base, asegurdndose que queda perfectamente

alineada con el filtro.

7) Retirar el gel de la solucién de neutralizacién y colocarlo sobre el filtro.

8) Colocar la esponja de celulosa (3), saturada con el tampén de transferencia, sobre el gel.

9) Cerrar bien el aparato.

10) Encender la bomba y ajustar la presién a 75 mm Hg.

11) Dejar que se transfiera 1 h..

12) Desconectar la bomba. retirar la tapa, la esponja y el gel. Recoger el filtro y lavar con

6X SSC.

Ambos métodos se continuan con la fijacién covalente del ADN a la membrana de

nylon mediante auto cross link en el iluminador ultravioleta.

3.3.1.e. Marcaje de la sonda de ADN con digoxigenina

1) Preparar una solucién de 15 ul de agua que contenga de 100 ng a 1 ug de ADN

linearizado.
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2) Desnaturalizar por calor en un bafio de agua a 95 °C durante 10 min.
3) Enfriar rdpidamente en un bafio de hielo y sal.
4) Anadir:
2 ul de mezcla de hexanucleotidos, Boehringher.
2 ul de mezcla de ANTP marcado, Boehringher.
1 ul de enzima Klenow, 2 U/ul, Boehringher.
5) Incubar 20 h. a 37 °C.

6) Parar la reacci6n por adicién de 2 ul de EDTA

7) Precipitar el ADN marcado con 2.5 ul de LiCl 4M y 75 ul de etanol al 100% a -20 °C.

Mexzclar bien.

8) Dejar 30 min. a -70 °C.

9) Centrifugar 20 min. a 8000 rpm.

10) Lavar con etanol al 80%, secar y resuspender en 50 ul de TE.

11) Conservar a -20 °C.



Pilar F, Valerén 68

3.3.1.f. Hibridacién de la sonda

Una vez marcada la sonda de la regién de estudio, se procede a hibridarla al ADN
genémico desnaturalizado y fraccionado de los especimenes de mama qhe estudiamos de
acuerdo con los puntos de corte de la enzima de restriccién utilizada, y que se encuentra

fijado a los filtros de nylon.

La sonda hibridar4 con los fragmentos de ADN del filtro cuando encuentre homologfa,
y asf, en las autorradiografias o sobre el propio filtro, dependiendo del método de revelado

elegido, sélo se observardn las bandas correspondientes a la regién en estudio.

1) Humedecer los filtros en 6X SSC.

2) Colocar los filtros en bolsas de pléstico y afiadir 20 ml de solucién de pre-hibridacién, por

cada 100 cm? de filtro. Incubar con agitacién urante al menos 30 min. a 65 °C.

3) Desnaturalizar la sonda en un bafio en ebullicidn durante 10 min.

4) Desechar la solucidn de pre-hibridacién y afiadir 3 ml de solucién de hibridacién por cada

100 cm?.

5) Incubar con agitacién de 12 a 24 h. a 37 °C.

6) Desechar la solucién de hibridacién.
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7) Hacer 2 lavados de 15 min. cada uno en solucién I, a temperatura ambiente (50 ml por

cada 100 cm?)
8) Hacer 2 lavados de 15 min. cada uno, en solucion II a 60 °C.

9) Los filtros pueden ser usados directamente para su deteccién o bien secarse al aire para

Su uso posterior.

3.3.1.g. Deteccién y revelado

Después de la hibridacién con sondas marcadas con digoxigenina, se procede a la
deteccién del ADN utilizando Anti-digoxigenina-Fosfatasa alcalina (anti-DIG-AP-conjugado).
El conjugado contra la digoxigenina reconoce de esta manera a la sonda marcada.
Dependiendo del sustrato de la fosfatasa alcalina utilizado, obtendremos una reaccién de color
(NBT y BCIP) o bien una reaccién fluorescente (AMPPD).
1) Los filtros son lavados en tampén de lavado durante 5 min.
2) Incubar 30 min. en 100 ml de tampén 2.

3) Diluir el anti-DIG-AP-conjugado, en tampén 2, a 75 mU/ml (1:10000).

4) Incubar los filtros 30 min. en 20 ml de la solucién anterior.
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5) Lavar 2 veces 15 min. en 100 ml de tampdn de lavado.

6) Equilibrar 2-5 min. en 20 ml de tampén 3.

7) Diluir Ia solucién de AMPPD 1:100 en tampén 3.

8) Incubar en oscuridad los filtros 5 min. en 10 ml de la soluci6n anterior.

9) Quitar el exceso de liquido de los filtras, colocandolos entre dos papeles 3MM, sin llegar

a secarlos totalmente.

10) Colocar los filtro en una bolsa pldstica y sellarla.

11) Preincubar 5-15 min. a 37 °C.

12) Exponer durante 20-60 min. a temperatura ambiente una placa de rayos X.

3.3.2. ESTIMACION DE LA AMPLIFICACION MEDIANTE PCR DIFERENCIAL

El ADN es una delicada molécula compuesta por 4 tipos de desoxinucleétidos:

desoxiadenilato (A), desoxitimidilato (T), desoxiguanilato (G) y desoxicitidilato (C) que

forman dos cadenas con secuencias complementarias enrolladas en hélice. En l1a combinacién

de la secuencia de estos nucleétidos radica la informacién genética.
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Cuando se intenta aislar el ADN del resto de fracciones celulares, éste es tan largo

y delgado que hasta los tratamientos mds suaves la rompen aleatoriamente en miiltiples
pedazos y el niimero de copias de un gen en concreto es muy pequefio (1 por cada célula de

la muestra) lo que dificulta en gran medida el estudio de una detrerminada secuencia.

En 1955, Arthur Kornberg descubri6 la polimerasa de ADN. Estas enzimas celulares
desempeiian varias funciones, entre ellas, la reparacién y replicacién del ADN, es decir,
pueden elongar un breve oligonucleétido “"cebador" o "primer" (secuencias cortas de
nucleétidos monocatenarios) que hibridan con el ADN molde dejando libre su extremo 3’

donde la polimerasa incorpora los nucleétidos complementarios.

De esta manera en una reaccién en que intervenga la polimerasa, junto a una mezcla
de los 4 nucledtidos que constituyen el ADN y unos cebadores adecuados, se consigue copiar
la molécula, mediante cambios de temperatura que permiten; 1) la desnaturalizacién de la
doble cadena a cadenas sencillas y linealizadas (T =90 °C), 2) la hibridacién del primer a
su secuencia complementaria en la molécula de ADN (temperaturas entre 40-60 °C
dependiendo de la secuencia) y 3) la elongacién o adicién por parte de la polimerasa de los

nucleétidos (T=70 °C) . Vedse Figura 7.
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CAGTCATGAC TAGCTAGTAC

GTCAGTACTG ATCGATCATG
‘ calor

CAGTCATGAC TAGCTAGTAC

GTCAGTACTG ATCGATCATG

‘ cebadores

CAGTCATGAC TAGCTAGTAC
ATCGATCA
GTCATGAC
GTCAGTACTG ATCGATCATG
‘ ADN polimerasa
CAGTCATGAC TAGCTAGTAC
CGT ATCGATCA

GTCATGAC ATC
GTCAGTACTG ATCGATCATG

FIGURA 7. Replicacion del ADN por la ADN polimerasa.

Basdndose en esta técnica, en 1985 Kary B. Mullis describié lo que se denomina
"reaccién en cadena de la polimerasa® (PCR, de sus siglas en inglés) que consiste
bésicamente en copiar repetidas veces un fragmento del ADN molde mediante la eleccién de
unos primers determinados en base a la secuencia objeto de la amplificacién. Estos primers
delimitan esa secuencia con sus extremos 5°, dénde la polimerasa no puede incluir

nucledtidos y asf en la primera reaccidn se obtiene una copia del fragmento deseado.

Repitiendo sucesivamente esta reaccién el mimero de copias que se obtienen es

siempre el doble del de partida, por tanto, es una reaccién exponencial en la que se obtienen
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un nimero de copias del ADN deseado igual a 2°, siendo n el nimero de ciclos de

amplificacién a los que se ha sometido el ADN original (Figura 8).

—
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_A!'
‘——! IF—T -
T ew 2 4 23=8

-_———— = -_— r——l
—
__A-__- F  am ____.2'

Bk T
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PRIMER CICLO SEGUNDO CICLO TERCER CICLO

FIGURA 8. Reaccién en cadena de la ADN polimerasa (PCR)

Con el descubrimiento de la Taq polimerasa del microorganismo Thermophilus
aquaticus, la técnica mejor6 considerablemente pudiendose llevar a cabo esta amplificacién
en un tinico paso ya que esta enzima, a diferencia de las utilizadas hasta entonces es estable
a temperaturas altas y no era necesario reponer los componentes de la amplificacién en cada

reaccion.
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Recientemente se ha puesto a punto un método (semi)cuantitativo para estimar el
nimero de copias de un gen en concreto, basado en esta técnica y denominado PCR
diferencial. Esta consiste en la coamplificacién por PCR de un fragmento del gen objeto de
estudio y uno de referencia en el mismo tubo de reaccidn. Si el niimero de copias del gen en
cuestién, es mayor que el nimero de copias del gen de referencia, que debe ser conocido
(2n), cuando separemos el producto de la reaccién mediante electroforesis, su banda en el

gel serd miés intensa que la del gen de referencia.

Algunos autores han descrito que Ia habilidad de 1a PCR diferencial para detectar
amplificacién génica es relativamente independiente del mimero de ciclos de PCR y la
cantidad inicial de ADN del que se parte, e incluso de la fragmentacién de este causada por
la parafinizacién de los tejidos, -siempre que la talla del fragmento escogido para la
amplificacién no sea mayor de 300 pb. Ademds posee otras grandes cualidades como el bajo
consumo de muestra y tiempo de reaccién, es sencilla y no precisa el uso de radioactividad
con lo que se perfila como una técnica de gran utilidad en el estudio de la activacién por
amplificacién génica del HER-2/neu y otros proto-oncogenes que pudieran tener interés

prondstico en distintos tipos de tumores sdlidos.

En nuestros primeros estudios con esta técnica se utilizaron un fragmento de 180 pb
del dominio citosélico del proto-oncogén HER-2/neu (125) y como genes de referencia un
fragmento de 632 pb de la regién 3’ del gen de la 8-globina (8G) y uno de 102 pb del
dominio de unién del ADN del receptor de estrégenos (ER) (126) indistintamente. De esta

manera al separar los productos de la electroforesis en un gel de agarosa (1.5%), la banda

posiblemente amplificada del proto-oncogén quedaria comparada con un fragmento de mayor
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tamafio y con uno menor.

Las secuencias de estos primers son las siguientes:

NEU 180

* 5°- AAG CAT ACG TGA TGG CTG GT -3°

*5°- CAA TCT GCA TAC ACC AGTTC-3°

BG 632

* 5’ - ATA CAA TGT ATC ATG CCT CTT TGC ACC -3’

* 5’ - GTA TTT TCC CAA GGT TTG AAC TAG CTC -3’

RE 102

* 5’ - ACA CAA GCG CCA GAG AGA TG -¥

*5° - AAG GCA CTG ACC ATC TGG TC -3’

Debido a encontrar ciertas dificultades, nos replanteamos la metodologfa a seguir.
De esta manera estimamos que un procedimiento més correcto seria, someter a cada muestra

a dos reacciones en las que por una parte se coamplificaba el fragmento de 180 pb ya citado
del HER-2/neu con un fragmento del B-interferén de 119 pb (127) como gen de referencia

de manera que la banda correspondiente al HER-2/neu cuando el producto de la reaccién se
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corra en un gel de electroforesis quede por encima, al ser de mayor tamaiio (Figura 9), y por
otra parte, en una segunda coamplificacién se utiliza un fragmento de 98 pb distinto al

anterior y del dominio trasmembranal del HER-2/neu (128), y como referencia un fragmento
de 150 pb del gen «y-interferén (129), quedando en este caso la banda correspondiente al

HER-2/neu por debajo (Figura 10). Ademds, los geles de agarosa fueron sustituidos por geles

de acrilamida al 12% y de un grosor de 0.75 mm que dan una mejor resolucién de la imagen.
Los genes elegidos y sus primers son los siguientes:
NEU 98

*5°- CCT CTG ACG TCC ATC ATC TC -3°

*5°- ATC TTC TGC TGC CGT CGC TT -3°
BETA-IFN 119

*5°- GTG TCT CCT CCA AAT TGC TC -3°
*5°- GCC ACA GGA GCT TCT GAC AC -3~

GAMMA-IFN 150

*5°- TCT TTT CTT TCC CGA TAG GT -3
*5°- CTG GGA TGC TCT TCG ACC TC -3
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FIGURA 9. Imagen obtenida tras separar los productos de PCR diferencial en geles de
electroforesis cuando se realiza con un fragmento del gen de referencia de menor tamafio que

el HER-2/neu.
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FIGURA 10. Imagen obtenida tras separar los productos de PCR diferencial en geles de

electroforesis cuando se realiza con un fragmento del gen de referencia de mayor tamafo que

el HER-2/neu.

3.3.2.a. Material y reactivos

Tubos 10 ml cristal. Dupont
Tubos eppendorf 1.5 ml. Sigma
Tubos eppendorf 0.5 ml. Perkin
Pipetas pasteur

Puntas de pipetas automdticas varias medidas.
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Espectrofotémetro UV-160A. Shimadzu
Speed Vac Concentrator.Savant
Termociclador DNA Thermal Cycler. Perkin
Densitémetro DU 7500. Beckman
Proteinase K. Boehringer
Fenol saturado pH 8.0. Sigma
Etanol 100% y 80%. Merck
SDS 0.1%. Sigma

Taq Polymerase. Perkin

Marcador de peso molecular " ¢X-174-RF DNA Hae III Digest". Consiste en 11

fragmentos resultantes de la digestién del fago $X-174. El tamaiio de los fragmentos

es de : 1358, 1018, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118 y 72 pares de bases (pb).
3.3.2.b. Soluciones
- Tamp6n proteinasa

Tris-HCl, pH7.4 (0.5 M)

EDTA Na, (20 mM)

NaCl (10 mM)

SDS (1 %)
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- Tampén TE

Tris-HCI, pH 7.5 (10 mM)

EDTA Na, (0.1 mM)

- Solucién A

Cloroformo:isoamilalcohol (24:1 vol/vol)

- Solucién PCR

KCl! (50 mM)

Tris-HCl, pH 8.3 (10 mM)
MgCL, (2.25 mM)

dNTPs (0.25 mM c/u)

Formamida (5 %)

Primers (1 uM- exepto y-IFN que se utiliza 2 uM-)

3.3.2.c. Procedimicnto de extraccién de ADN.

A partir de los niicleos obtenidos en el procesamiento de tumores se lleva a cabo la
extraccién de ADN, mediante ¢l método del fenol-proteinasa K (123), que consiste en
resuspender los niicleos en 5 ml de tampdn proteinasa, afiadiéndoles entonces 1.5 mg de

proteinasa K e incub4ndolos de 1 a 2 dias a 37 °C con agitacién ocasional hasta que se
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observe que la digestidn de los niicleos es total.

La extraccién continua con los siguientes pasos:

1) Afadir 2.5 ml de Fenol saturado y 2.5 ml de la solucién A, agitar suavemente y

centrifugar a 6000 rpm durante 30 min.

2) Recoger la fase superior (acuosa) y afiadirle otros 5 ml de la solucién A para eliminar los

restos de Fenol, volviendo a centrifugar a 6000 rpm durante 30 min.

3) Recoger la fase superior evitando la interfase (donde se encuentran restos de protefnas y
Fenol). Precipitar el ADN por la adicién de 2-3 volumenes de etanol 100% frio

guardandolos a -70°C durante 1-2 dias para despues centrifugarlo a 11000 rpm, 30 min.

4) Con el fin de eliminar posibles restos de sales se somete al sedimento a un par de lavados

con etanol al 80%, recogiendo el mismo mediante centrifugacién a 7000 rpm,15 min.

5) Por iltimo, el sedimento se resuspende en 500-600 ul de TE. Una alicuota de este se
utiliza para medir la concentracién con SDS 0.1% y a una longitud onda (\) de 260 nm por

espectrofotometrfa. Una vez obtenida, la concentracién se ajusta a 1 ug/10 ul para llevar a

cabo la PCR diferencial.



Pilar F, Valerén 82

3.3.2.d. Procedimiento de PCR diferencial

En la coamplificacién se utilizé 1 ug de ADN en un volumen final de reaccién de

100 ul de la solucién de PCR.

Una vez afiadidos estos componentes se agita y se les da un pulso a cada uno de
los tubos sometiéndolos a una serie de temperaturas y tiempos que permitirdn la total

desnaturalizacién de las moleculas de ADN.

Programa A

=
SEG1 T= 95 °C t = 10 min
SEGII T= 4 °C t = 10 min
CICLOS 1 ciclo

En este punto se les da un pulso a los tubos con el fin de recolectar todo el liquido

evaporado y manteniéndolos en hielo se les afiade Ia enzima:

TAQ POLIMERASA 05uL (S5U/uL ) 25U

Se vuelve a agitar y centrifugar a la vez que se cubre el volumen de cada tubo con

un volumen igual de aceite vegetal para evitar la evaporacién en los sucesivos ciclos de la
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reaccion:
Programa B
SEG1 T= 94 °C t = 5 min
SEGIT T= 50 °C t = 1 min
SEG III T=T2°C t = 1 min
CICLOS 1 ciclo UNIDO C
Programa C
SEG 1 T= 94 °C t = 1 min
SEGII T= 50 °C t =1 min
SEG 1II T="T72°C t = 1 min
CICLOS 34 ciclos UNIDO D
Programa D
SEG1 T=94 °C t = 1 min
SEG II T= 60 °C t = 10 min
SEG III T=4°C t = 1 min
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CICLOS 1 ciclo UNIDO E

El programa E consiste en mantener las muestras a 4°C hasta su utilizacién, momento
en el que se extrae la capa superior de aceite y se utiliza un 10% del producto de la reaccién
que se cafga junto al marcador de peso molecular para separarlo mediante electroforesis en
un gel de acrilamida al 12% y de un grosor de 0.75 mm. Este se tifie con Bromuro de etidio,
que es un agente intercalante del ADN, visible con luz ultravioleta, de manera que bajo estas
condiciones pueden ser fotografiados (Polaroid 665) y se establece el rango de amplificacién
del gen HER-2/neu por comparacién de la intensidad relativa, medida por densitometria de

los negativos, de las dos bandas de una misma muestra.
3.4. ESTUDIO DE LA PROTEINA p185iER2ineu

3.4.1. ESTIMACION CUANTITATIVA DE LOS NIVELES DE LA ONCOPROTEINA

p185HER 208 \EDJANTE ELISA

La expresion total celular de la p185ER2»= fye estimada cuantitativamente mediante
un ELISA comercial (Oncogene Science) que se basa en la utilizacién de dos anticuerpos
monoclonales de rat6n especificos para la proteina producto del oncogén HER-2/neu humano
(demostrado mediante inmunoprecipitacién) y que reaccionan con epitopos independientes del

dominio extracelular de la p185HER-2nen

El primer anticuerpo NB-3 (captura) se encuentra inmovilizado en los pocillos del
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microplato donde se realiza la incubacién del homogenado, permitiendo de esta forma que
el antigeno especifico sea capturado. El segundo anticuerpo TA-1 (detector) es un anticuerpo
monoclonal biotinilado anti-Neu de ratén, que reconoce a la proteina por un determinante
antigenico distinto al anterior haciendo posible su deteccién mediante revelado con
estreptavidina-peroxidasa, este conjugado cataliza la reaccién de un sustrato cromogenico (o-
fenilenediamina, OPD ) a un producto coloreado que produce una absorvancia a una longitud

de onda (M) de 490 nm que se puede cuantificar. Ver Figura 11.

Abcaptura Ag Abdetector | Streptavidina

Biotina | Peroxidasa

FIGURA 11. Esquema de la estimacién cuantitativa de los niveles de p185"=%** mediante

ELISA
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3.4.1.a. Material y reactivos

Lector de placas

Agente de extraccién del antigeno (AEA). Oncogene

Diluyente de muestra (0.01 M tampén fosfato salino (PBS) pH 7.4, albumina de suero
bovino (BSA), surfactante y 0.1 % azida s6dica). Oncogene

Tampén de lavado (Plate Wash, 2-Cloroacetamida ). Oncogene

Solucién del Segundo Anticuerpo (TA1 en 0.01 M PBS pH 7.4, suero de conejo,
estabilizante y 0.1% azida sédica)

Solucién de revelado (estreptavidina-peroxidasa de caballo en 0.01 M PBS pH 7.4,
BSA y 0.01% cloroacetamida). Oncogene

Sustrato de revelado (tabletas de OPD disueltas en 0.1 M de tamp6n citrato pH 5.0
y 0.01% de H,0,). Oncogene

Solucién Stop (4N de H,SO, ). Oncogene

3.4.1.b. Protocolo

1) Una alicuota de 50 ul del homogeneizado se incuba con 10 ul AEA durante 5 min. a

temperatura ambiente con agitacién ocasional, para después centrifugarlo a 2500 rpm durante

10 min.

2) Se recoge el sobrenadante y la concentracién de protefnas de este se ajusta a 10 pg/ml con

diluyente de muestra.
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3) La reacci6n se lleva a cabo afiadiendo 100 ul de la dilucién anterior de cada muestra por
duplicado en los pocillos del microplato dénde estd anclado el primer anticuerpo (NB-3),
reservando 14 de estos para los componentes de la curva estdndar.
4) Incubar durante 12 a 18 horas a temperatura ambiente.

5) Lavar cada pocillo 6 veces con 300 ul de Plate Wash.

6) Anadir a cada pocillo 100 ul de la solucién con el segundo anticuerpo, e incubar durante

30 min. a temperatura ambiente.

7) Repetir punto 5.

8) Aiadir 100 ul de la solucién de revelado e incubar 15 min.

9) Repetir el punto 5.

10) Aiiadir a cada pocillo 100 ul del sustrato de revelado ¢ incubar en la oscuridad durante

60 min.

11) Parar la reaccién afiadiendole a cada pocillo 100 ul dc la solucién stop y leer la
absorvancia a 490 nm (con un filtro de referencia de 620 nm si es posible) antes de que

transcurran 30 min.
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Interpolando la media de los valores de la absorvancia de cada muestra, ya que se
realiza la prueba por duplicado, en la curva que obtenemos de los estdndar sabremos la

concentracién de p185™®*¥%* que se expresa en fmol/mg de proteina.

3.4.2. ESTUDIO DE LA PROTEINA p185" %+ MEDIANTE WESTERN

El método de Western Blot (123) consiste bdsicamente en la transferencia de protefnas
desde geles de electroforesis a soportes sélidos. Nosotros englobaremos en este apartado,
como ya hicimos con el Southern, todos los procesos que van desde la separacion de
protefnas mediante geles de acrilamida, a su transferencia a soportes sélidos, y a la posterior

deteccidn de la proteina de interés mediante anticuerpos.

3.4.2.a. Material y reactivos

Cubetas de electroforesis. Hoeffer.

Aparato de transferencia himeda. Hoeffer.

Membranas de polivinilo (Inmobilon-P). Amersham.

Marcador de peso molecular "SDS-PAGE Standar High Range”, Bio-Rad. Consiste
en la siguiente mezcla de proteinas:

Miosina (200 kDa)

B-Galactosidasa (116.5 kDa)

BSA (80 kDa)

Ovoalbiimina (49.5 kDa)

TEMED. Amresco
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Tritén X-100 (1%)

Proteina A o Proteina B Shepharosa

3.4.2.b. Soluciones

-Solucidn acrilamida (30%)

Acrilamida:bisacrilamida (29.2:0.8)

-Tampdn de electroforesis

Trizma Base pH 8.8 (25 mM)

Glicina (200 mM)

SDS (0.1 %)

Persulfato aménico al 10% (p/v)

SDS al 10% (p/v)

-Tampo6n separador

Trizma Base pH 8.8 (1.5 M)

-Tampdn concentrador

Trizma Base pH 6.8 (0.5 M)

89
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-Tamp6n de muestra

Trizma base pH 6.8 (100 mM)
SDS (3% p/v)
2-mercaptoetanol (200 mM)
Glicerol (20% v/v)

Comassie blue G-250 (0.01 % p/v)

-Solucion del gel separador (7%)

Acrilamida 30% (23%)
Agua (49%)

Tampén separador (25.2%)
Persulfato (1%)

SDS (1%)

TEMED (0.08%)

-Solucién del gel concentrador (5%)

Acrilamida 30% (17%)
Agua (67%)

Tamp6n concentrador (13%)
Persulfato (1%)

SDS (1%)
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TEMED (0.08%)
-Tampdn de lavado del gel

Trizma base (10 mM)
Glicina (195 mM)

Metanol (20% v/v)

-Tampén de transferencia

Trizma base (10 mM)
Glicina (195 mM)
SDS (0.1%)

Metanol (20% v/v)

-Tampé6n de bloqueo

Trizma base pH 7.4 (20 mM)
Albiimina (3%)

Tween 20 (0.05%)

NaCl (150 mM)

-Tamp6n de lavado de la membrana

91
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Trizma base pH 7.4 (20 mM)
Tween 20 (0.05%)

NaCl (150 mM)

~Tamp6n de lisfs

PBS (1%)

NaF (50 mM)

EDTA pH 8.0 (2 mM)

-Tamp6n de lavado de immunoprecipitacién

PBS (1%)

Triton X-100 (1%)

EDTA (2mM)

3.4.2.c. Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis en SDS es un método répido, relativamente sencillo y altamente
eficaz en el estudio de mezclas proteicas para su andlisis posterior. La base de esta técnica
estd en el proceso de desnaturalizacion a que son sometidas las proteinas antes de aplicarlas

al proceso de separacidn.

Esta desnaturalizacién consiste en hervir 1as proteinas con un detergente aniénico, el
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lauril sufato sédico (SDS), dotdndolas de cargas negativas, que las hard migrar en un campo
electrico a través de una matriz de poliacrilamida, separindose asf{ en funcién de sus

diferentes pesos moleculares. Las muestras son tratadas con S-mercaptoetanol como agente

reductor de los puentes disulfuro.

1) Se prepara un gel con su parte separadora y sobre esta la concentradora dénde se carga

la muestra.

2) A una cantidad equivalente a 100 ug de protefnas microsomales se le afiade igual volumen
de tamp6n de muestra y se hierven durante 5 min. a 100 °C con el fin de desnaturalizar las

proteinas.

3) Cargar la muestra en los pocillos junto al marcador de peso molecular y un control que
consiste en un extracto de la linea celular epidermoide A431 que cqntienen una gran cantidad
de receptores para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y una baja expresién de
p185HER2ea 13 electroforesis tiene lugar durante 10 horas a 150 V en tampén de

electroforesis.
3.4.2.d. Transferencia de proteinas desde acrilamida a membranas de polivinilo
Una vez realizada la electroforesis se procede a la transferencia de las proteinas a un

soporte sélido dénde puedan estudiarse mediante reactividad inmunoldgica. El proceso

consiste:
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1) Sumergir el gel durante 1 h. en tampén de lavado.

2) Preparar la membrana de polivinilo segun las instrucciones del fabricante.

3) Colocar el gel sobre la membrana entre papeles 3MM empapados en tampdén de

transferencia.

4) Llenar el recipiente hasta el limite del soporte dénde tiene lugar la transferencia con

tampon y aplicar 200 mA durante 16 h. a 4 °C.

3) Una vez acabado este proceso la membrana estd preparada para las distintas reacciones con
anticuerpos que deseemos utilizar segin la caracteristica que queramos estudiar de la

protefna. Este proceso se esquematiza en la Figura 12.
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FIGURA 12. Proceso de transferencia de proteinas desde geles de acrilamida a soportes

solidos ( membranas).

3.4.2.e. Determinacién semicuantitativa de la expresién de la oncoproteina

p1§STER 2o

El siguiente paso es la deteccién de la proteina en estudio con anticuerpos, en nuestro
caso utilizamos un anticuerpo monoclonal, el c-neu (AB-3) (Oncogene, Science) que es
especifico para la p185H#ER 2 de humanos y rat6n y proviene de la immunizacién de ratones
con péptidos del dominio carboxil de la p185"=*%** hymana (TAENPEYLGLDYV

P V). Puede ser utilizado en reacciones de inmunoprecipitacién, western blot, tincién celular
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y tincién de secciones de parafina. El proceso consiste:

1) Acabada la transferencia, las membranas se incuban durante al menos 1 hora en tampén

de bloqueo.

2) El siguiente paso es la incubacién con el anticuerpo especifico para la proteina de estudio.
La cantidad de anticuerpo que se utiliza depende del tamafio de las membranas. La
preparacién del AB-3 es de 1ug por 10 ml de tampén de bloqueo. La incubacién se mantiene
durante 3 horas a temperatura ambiente o bien toda 1a noche a 4 °C y siempre con agitacion.
Concluido este periodo, se retira la solucién con el anticuerpo y se almacena a 4 °C ya que

ésta puede ser reutilizado.

3) A continuacién las membranas son sometidas a 4 lavados con tampén de lavado durante

10 min. cada uno y en agitacién.

4) Las membranas se incuban con un segundo anticuerpo policlonal de conejo conjugﬁdo con
peroxidasa y dirigido contra anticuerpos de ratén (Dako), con lo que detectard el AB-3 que
se ha unido especificamente a 1a p185"®***~, Este anticuerpo se utiliza a una dilucién
1:10000 en tampén de bloqueo y la incubacién de las membranas se mantiene durante 45-60

min. a temperatura ambiente.

5) Repetir el punto 3.



Material y Métodos 97

3.4.2.f. Estimacién del grado de fosforilacién de la oncoprotefna p185™R o=

Debido a los datos citados por varios autores ya expuestos en la Introduccion de esta
Memoria, sabiamos que la activacién de la oncoprotefna p185*=%%** desencadena una
autofosforilacién de la misma en sus residuos de tirosina. Por esto y porque uno de los
mecanismos de activacion mds frecuente en muestras tumorales es la sobreexpresion de la
p185HER-2n= - decidimos estudiar la posible relaccién entre las muestras que ya por técnicas
de Western Blot, o por ELISA manifestaban un alto nivel de la proteina y el estado de la

misma en cuanto a su grado de fosforilacion.

El proceso consistié en una determinacién semicuantitativa del grado de fosforilacién
de la p185HER-20t mediante técnicas de western blot. Se utilizé un anticuerpo monoclonal
dirigido a residuos de tirosina fosforilados, el PY20 (ICN), con el que ademés se pueden

llevar a cabo reacciones de inmunoprecipitacién, ELISA y métodos de inmunocitoquimica.

1) Acabada la transferencia las membranas se incuban durante al menos 1 hora en tampén

de bloqueo.

2) La cantidad de anticuerpo que se utiliza es de 5 ug por 10 ml de tampén de bloqueo. La
incubacién fué durante 3 horas a temperatura ambiente o bien toda la noche a 4 °C y siempre
con agitacién, concluido este periodo se retira la solucién con el anticuerpo y se almacena

a4 °C ya que esta puede ser reutilizado.

3) A continuacién las membranas son sometidas a 4 lavados con tampén de lavado durante
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10 min. cada uno y en agitacidn.

4) Las membranas se incuban con un segundo anticuerpo policlonal de conejo conjugado
con peroxidasa y dirigido contra anticuerpos de ratén (Dako), con lo que detectard el PY20
que se ha unido ala p185¥ER-¥a gye se encuentre fosforilada en sus residuos de tirosina asf
como a otras moleculas qué tengan esta caracteristica. Este anticuerpo se utiliza a una
dilucién 1:10000 en tampén de bloqueo y se incuban las membranas de 45-60 min. a

temperatura ambiente.
5) Repetir el punto 3.
3.4.2.g. Deteccion y revelado

El revelado de los anticuerpos unidos a la pl185™R*?s* ge lleva a cabo por
quimioluminiscencia (ECL, Amersham) poniendo las membranas en contacto con este
reactivo que posee un sustrato que reacciona con la peroxidasa del segundo anticuerpo y
emite luz. Esta emisién se recoge exponiendo las membranas a placas de Hyperfilm-ECL
(Amersham) en oscuridad durante 20 min. Estas placas se someten al proceso de revelado

convencional de negativos (Valca), lo que proporciona directamente una imagen permanente.
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3.4.3. VALIDACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS UTILIZADOS
EN LAS TECNICAS DE WESTERN BLOT MEDIANTE

INMUNOPRECIPITACION.

La técnica consiste en inmunoprecipitar la p185"®2m de ]a muestra en cuestidn,
mediante un anticuerpo especifico (AB-3). En este proceso obtendremos por un lado la
proteina inmunoprecipitada selectivamente (sedimento) y el resto de las protefnas
microsomales (sobrenadante) pudiendo estudiarlas mediante técnicas de western blot con un
segundo anticuerpo distinto del anterior que reconozca a la protefna, 0 en nuestro caso una
propidad intrinseca de la misma, ya que se utiliz6 el PY20 que reconoce residuos de tirdsina
fosforilados que como se ha mencionado anteriormente aparecen en la protefna cuando estd

activada.

De esta manera se comprueba que las cualidades de la protefna (PM, nivel de
expresién y grado de fosforilacién de la misma) concuerdan con lo esperado, asi como la no
existencia de reacciones cruzadas por parte del anticuerpo utilizado con otras proteinas de
gran parecido estructural, caso del EGFR. Esto se llevé a cabo mediante la utilizacién de

extractos dc lineas cclularcs epidermoides A431 que expresan niveles clevados dc EGFR.

3.4.3.a. Procedimiento

1) Se utiliza la cantidad equivalente a 150 ug de proteinas que se diluyen con un volumén de
tampén de lisis en funcién de lo denso que esten los microsomas, lo normal es llevarlo a

unos 100-200 ul.
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2) Afiadir Tritén X-100 a una concentracién final de 1% y mantener a 4 °C durante 20 min.
3) Centrifugar a 4 °C y 14000 rpm durante 10 min.

4) Recoger el sobrenadante y a este afiadirle 5 pug de anticuerpo dejdndolo en incubacién

durante 1 hora como minimo, en frio y en agitacién.

5) En este paso hay que tener en cuenta las caracterfsticas del anticuerpo que se estd
utilizando para la inmunoprecipitacion, ya que seguin sea su afinidad se utilizard para su
captura prot-A sepharosa (IgG,), prot-B sepharosa (IgG,) o un segundo anticuerpo que nos

permita utilizar una de estas dos segiin la especificidad de la IgG. La cantidad de 2° Ab debe

ser mayor al utilizado para la captura (=30 ug ) y la de prot-A/B sepharosa unos 30 ul

concentrada segin como vaya el proceso.
6) Mantener en incubacién unos 30 min. a 4°C agitando.

7) Centrifugar brevemente y recuperar el sobrenadante. Lavar 4 veces el sedimento con

tampdn de lavado de inmunoprecipitacién.

8) Una vez hecho esto, se procede a realizar todo el proceso de Western anteriormente citado
-utilizando como carga tanto el inmmunoprecipitado como el sobrenadante-de las muestras

problemas y de los extractos celulares utilizados como control.
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3.5. CULTIVOS CELULARES

3.5.1. LINEAS CELULARES

Se utilizaron las siguientes lineas celulares:

- MCF-7: derivada de cdncer de mama humano; tiene la caracterfstica de ser

hemicigética para el proto-oncogén HER-2/neu.

- MDA-MB468: linea derivada de mama, utilizada como control normal.

- A431: linea celular derivada de un carcinoma epidermoide vulvar, que sobreexpresa

el receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR).

3.5.2 CULTIVO Y OBTENCION

Estas lineas celulares fueron cultivadas en medio de cultivo DMEN (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, Sigma), suplementado con un 19% de FBS (Fetal Bovine Serum,
Whittaker) en incubador humidificado (Haereus), a 37 °C con un 5% de CO,. Cuando
estuvieron a una confluencia apropiada (80-90%), se les retiré el medio de cultivo y se
tripsinizaron (tripsina-EDTA). A wnﬁnuacién se procedié a su rccoleccién, mediante

" centrifugacién a 800 g, y a su almacenamiento a - 70 °C hasta el momento de su uso.
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3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos referidos a variables cuantitativas se expresan por medio de la mediana,

la media + ESM (error estdndar de la media) y rango.

Los test estadisticos utilizados en este estudio fueron los de comparacion aplicados a
variables binomiales (test Chi-cuadrado y test exacto de Fisher). La significacién estadfstica

fue considerada siempre que se obtuviera una P < 0.05.
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4.1. ESTIMACION DE LA AMPLIFICACION DEL GEN HER-2/neu Y DE LOS

NIVELES CUANTITATIVOS DE EXPRESION DE LA p185™*==

4.1.1. DESARROLLO DE LA METODOLOGIA PARA LA ESTIMACION DE LA

AMPLIFICACION DEL ONCOGEN HER-2/neu MEDIANTE PCR DIFERENCIAL

La estrategia inicial consistié en la realizacién de dos PCR diferenciales para
establecer el estatus génico del HER-2/neu, utilizando dos genes de referencia distintos
situados en diferentes cromosomas entre si y con relacién al HER-2/neu. Esto es importante
tanto para confirmar el resultado de cada PCR, como para minimizar los efectos
enmascaradores que pudiera ejercer la aneuploidia de algunas muestras sobre la estimacién

densitométrica del niimero de copias génicas.

Los primeros estudios se realizaron co-amplificando un fragmento de 180 bp del
dominio citosélico del proto-oncogén HER-2/neu, bien con un fragmento de 630 bp de la
regién 3’ del gen de la beta-globina (cuyos cebadores fueron un regalo del Dr. T. Huisman,
Dept. Molecular Biology, Medical College of Georgia, Augusta, USA), bien con un
fragmento de 102 bp del dominio de unién al ADN del gen del receptor de estrégenos. Los
productos de la PCR se separaron en gel de agarosa del 1-1,5%, que, una vez teiido, fué
fotografiado. Mediante densitometria de los negativos fotogréficos se obtuvo la intensidad
relativa de las dos bandas (la del HER-2/neu y el gen de referencia) de cada una de las calles
del gel. Las Figuras 13 y 14 muestran resultados representativos de las 90 muestras

estudiadas.
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f3- globina il « 603

HER-2/neu « 180

03 ? 05 05 02 ? 07 03

FIGURA 13. Estimacién de la amplificacién del gen HER-2/neu mediante PCR diferencial
utilizando el gen de la B-globina como gen de referencia y gel de agarosa. Las calles 1, 3

Y 5 son tejido de mama sano.

bp

HER-2/neu | «180

RE «102

FIGURA 14. Estimacion de la amplificacién del gen HER-2/neu mediante PCR diferencial
utilizando el gen del RE como gen de referencia y gel de agarosa. Las calles 1, 3y 5 son

tejido de mama sano.
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Los resultados obtenidos no fueron suficientemente satisfactorios, y nos obligaron a

modificar esta primera aproximacion metodoldgica. Las razones principales de ello fueron

las siguientes:

En el caso de la co-amplificacién del HER-2/neu con el gen de la beta-
globina, la longitud de los fragmentos amplificados era muy diferente (180 bp
versus 630 bp). Ello hacfa que en muestras normales (control) la banda del
gen de la beta-globina fuese mucho mds intensa -por la incorporacién de una
mayor cantidad del agente intercalante, bromuro de etidio, en el ADN, al
fragmento génico de mayor longitud- que la banda del HER-2/neu (véase la
Figura 13). En csas condiciones la cstimacién densitométrica del nimero de

copias génicas resultaba dificil.

La eleccién del gen del receptor de estrégenos, como uno de los genes de
referencia, parecia que no habia sido muy afortunada. La razén principal que
fundamentd nuestra eleccién de este gen como uno de los de referencia fué la
larga tradicién que tenia nuestro laboratorio en el estudio del receptor de
estrégenos, y, en consecuencia, la posibilidad de utilizar los cebadores en
otras lineas de investigacién relacionadas con los mismos. Sin embargo, en el
transcurso de nuestra experimentacién se publicaron dos articulos que
indicaban que este gen estaba amplificado en un cierto porcentaje de tumores
de mama, lo cual cuestionaba lo adecuado de su eleccién como gen de

referencia (nimero diploide de copias) para la PCR.
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La utilizacién del gel de agarosa para separar los productos de la PCR y
obtener un negativo fotogrifico que permitiera estimar las intensidades
relativas de las bandas mediante densitometrfa, no resulté tampoco ser la
id6nea. La agarosa es el soporte estandar utilizado en los estudios del ADN
mediante la técnica del Southern blot. Sin embargo, su utilizacién en la
separacién de los productos de la PCR no permitfa obtener imégenes lo
suficientemente nitidas como para conseguir datos de densitometrfa fiables

(véanse las Figuras 13 y 14).

Por todo lo anterior se decidié modificar 1a metodologfa de la PCR, en el siguiente

sentido:

Se eligieron dos nuevos genes de referencia muy estudiados y que, de acuerdo
con la literatura, estan presentes en un nimero diploide de copias en el cdncer
de mama: el beta-interferén y el gamma-interferén. Estos dos genes cumplian
ademds la condicién de estar situados en diferentes cromosomas entre si (el
cro‘mosoma 9, el beta interfer6n, y el cromosoma 12, el gamma-interferén)
y con respecto al HER-2/neu (cromosoma 17), cumpliendo asf la condicién

necesaria para evitar los efectos enmascaradores de la aneuploidia.

Se seleccionaron tamafios muy similares de fragmentos génicos a amplificar.
Asi, en una PCR se co-amplificaron un fragmento de 180 bp del HER-2/neu
y un fragmento de 119 bp del gen del beta-interfer6n, mientras que en otra

PCR se co-amplificaron un fragmento de 98 bp del dominio transmembranal
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del HER-2/neu y un fragmento de 150 bp del gen del gamma-interferdn.
Como se puede apreciar, en la seleccion de los tamafios de los fragmentos a
co-amplificar se tuvo ademds la precaucién de seleccionar los fragmentos de
forma que: en una PCR el fragmento a amplificar del HER-2/neu fuese
ligeramente mds largo que el fragmento del correspondiente gen de referencia,
mientras que en la otra el fragmento del HER-2/neu fuese ligeramente mds

corto.

Se utiliz6 gel de poliacrilamida para la separacién electroforética de los
productos de la PCR, al comprobarse que producian una mayor nitidez en las

imdgenes fotogréficas.

Un punto importante de la metodologfa desarrollada consisti6 en estandarizar

las condiciones de la PCR diferencial, de manera que:

A) la relacién de intensidades densitométricas entre las bandas co-amplificadas
del HER-2/neu y el gen de referencia estuviese préxima a 1 en muestras de
mama normales y en lineas celulares con un nimero diploide conocido para

los genes en estudio;

B) conocieramos la sensibilidad de la técnica, es decir, el mimero minimo de

copias extra que eramos capaces de detectar.
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Por lo que respecta al punto A, las condiciones idéneas para la PCR se establecieron
con 20 mamas normales y las lineas celulares A431 y MDA-MB468 (Figuras 15 y 16). Las
relaciones de intensidades conseguidas entre el HER-2/neu y el gen de referencia, estuvieron

siempre entre 0,8 y 1,2, lo que se consider6 como aceptable.

bp
HER-2/neu « 180
B-IFN « 119

08 58 08 08 08 10 08 0.9

FIGURA 15. Estimacién de la amplificacién del gen HER-2/neu mediante PCR diferencial
urilizando el gen dei B-interferén como gen de referencia. Las calles 1 y 3-8 son lineas

celulares y tejido de mama sano. La calle 2 es tumor de mama con el gen HER-2/neu

amplificado.
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bp
Y - IFN K| <150
HER-2/neu ] « 98

09 69 11 08 12 12 10 1.0

FIGURA 16. Estimacion de la amplificacién del gen HER-2/neu mediante PCR diferencial
utilizando el gen del ~-interferén como gen de referencia. Las calles 1 y 3-8 son lineas

celulares y tejido de mama sano. La calle 2 es tumor de mama con el gen HER-2/neu

amplificado.
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En relacién al punto B, se utiliz6 ADN de la linea celular de tumor de mama MCF-7,
que es hemicigota para el HER-2/neu. La Figura 17 muestra que para esta linea celular la
relacién de intensidad HER-2/neu vs. gen de referencia era 0.5. En consecuencia, la PCR
diferencial era capaz de distinguir, al menos, entre situaciones en las cuales el nimero de

copias del HER-2/neu y el gen de referencia diferfan por un factor de 2.

HER-2/neu
B-IFN

05 11 23 12 19 34 27 7.0

FIGURA 17. Estimacién de la amplificacién del gen HER-2/neu mediante PCR diferencial
en la linea celular MCF-7 (calle 1) y distintos especimenes tumorales (calles 2, 3y 5-8). La

calle 4 es tejido mamario sano.

Naturalmente, la fiabilidad de los resultados obtenidos mediante una metologia
novedosa como la PCR diferencial requiere, ademds de una puesta a punto adecuada, de la
validacién de sus resultados mediante otra metodologia m4s cldsica y de uso mis cotidiano
en laboratorios especializados. En nuestro caso, esto se realizé estudiando paralelamente,
mediante PCR diferencial y Southern blot, 42 muestras selecéionadas de tumores de mama.

Como sonda para el Southern se emple6 el fragmento de 180 bp del gen HER-2/neu generado
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mediante PCR. Los resultados fueron altamente coincidentes. La Figura 18 es representativa

de los resultados obtenidos por Southern blot.

HER-2/neu

FIGURA 18. Estimacién de la amplificacién del gen HER-2/neu mediante PCR diferencial

en espectmenes tumorales mediante Southern blot. La calle 1 es tejido mamario sano.

4.1.2. AMPLIFICACION DEL HER-2/NEU EN EL CANCER DE MAMA

Una vez puesta a punto la técnica de la PCR diferencial, se procedi6 a su aplicacién
en el estudio del nimero de copias del HER-2/neu en 415 especimenes de cdncer de mama
primarios infiltrantes disponibles en el Banco de Tumores de la Unidad de Tumores Sélidos

del Departamento de Endocrinologia Celular y Molecular.

Resultados representativos se muestran en las Figuras 19 y 20. En los pies de esas
figuras aparecen, para cada una de las calles, los valores densitométricos de las relaciones
de intensidades entre las bandas del HER-2/neu y el gen de referencia. Como norma cada

PCR diferencial incluy6 la amplificacién de dos muestras de tejido mamario sano, ademds



Resultados 113

de los problemas. También, como norma, en cada electroforesis se incluyé (en la calle 1) los

productos de PCR de un tejido mamario sano (control negativo).

a) bp
HER-2/neu «180
B-IFN «119
09 0.9 0.8 4.6 27 28 27
b) bp
Y- IFN «150
HER-2/neu « 98

FIGURA 19. Estimacion de la amplificacion del gen HER-2/neu mediante PCR diferencial

en distintos especimenes tumorales. La calle 1 es tejido mamario sano.
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a) bp
HER-2/neu il . 180
B- IFN «119
b) bp
Y -IFN « 150
HER-2/neu «98

FIGURA 20. Estimacion de la amplificacion del gen HER-2/neu mediante PCR diferencial

en distintos especimenes tumorales. La calle 1 es tejido mamario sano.
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Las relaciones de intensidades de las bandas del HER-2/neu/gen de referencia de los
tumores de mama estudiados oscilaron entre 0,4 a mds de 8. Una decisién importante fué la
de establecer cual era la relacién de intensidad a partir de la cual se tenia la completa certeza
de la presencia de un mimero extra de copias del HER-2/neu. A ese respecto, un punto de
referencia importante era el conocimiento que tenfamos de que para tejido mamario sano la

relacién de intensidades oscilaba entre 0,8 y 1,2.

Dos aspectos mds fueron determinantes en el momento de tomar la decisién. El
primero fué el conocimiento que las piezas tumorales estudiadas incluian, ademds del tejido
tumoral propiamente dicho, un porcentaje no despreciable de tejido sano, el cual ejercerfa
un efecto diluyente variable y no cuantificable de un modo preciso para cada muestra.
Efecto, por otra parte, ya apuntado por Slamon y col. (18,19) en sus articulos ya cldsicos

sobre la amplificacién del HER-2/neu en el cdncer de mama.

El segundo fué el dato referido por el grupo de Liu y col. - inico grupo, por otra
parte, que ha estudiado la amplificacién del HER-2/neu en cdncer de mama mediante PCR
diferencial -, quienes encontraron, utilizando condiciones de PCR diferencial muy similares

a las empleadas por nosotros, una relacién densitométrica de 1,8 entre el HER-2/neu y el gen
de referencia en Ia linea celular de tumor de mama SK-BR-3, Ia cudl es sabido que contiene

entre 4 y 8 copias del gen HER-2/neu (128).

Todo lo expuesto nos llevé a considerar - quizds de un modo excesivamente
conservador, pero a la vez extremadamente fiable -, que una relacién de intensidades =>1,7

era la adecuada como punto de corte para considerar la presencia de un nimero extra de
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copias del gen HER-2/neu en la muestra tumoral. Adem4s, y con objeto de reforzar la
seguridad de nuestra decisién, consideramos que ese valor de =1,7 deberia de ser cumplido
cuando compardbamos la intesidad de Ia banda del HER-2/neu con los dos genes de
referencia. Dicho de otro modo, siempre que la relacién de intensidad del HER-2/neu con
al menos un gen de referencia fuera de 1,6 o inferior, considerdbamos que la muestra

contenia un nimero diplioide de copias del gen HER-2/neu.

Como se muestra en la Figura 21, de los 415 tumores estudiados, 63 (15 %) mostraron

algiin grado de amplificacién del gen HER-2/neu.

100

PORCENTAJE DE TUMORES

NO AMPLIFICADO  AMPLIFICADO

FIGURA 21. Niimero de tumores con el gen HER-2/neu amplificado en los 415 especfmenes

tumorales estudiados.



‘Resultados 117
4.1.3. ESTIMACION CUANTITATIVA DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LA

ONCOPROTEINA p185HER 2incu

Un objetivo importante de nuestro trabajo fué el utilizar un método que nos permitiera
determinar cuantitativamente la expresién de la p185HR20 Hasta la fecha en que se escribe
esta Memoria (julio de 1994) no tenemos conocimiento de ninguna publicacién al respecto

aplicada a una serie amplia de especimenes de cdncer de mama.

La clonacidn del oncogén HER-2/neu y la purificacién de la p185HER-2== 3 finales de
los afios 80, permitié generar anticuerpos policlonales y monoclonales dirigidos contra
distintos epitopos de 1a proteina. Entre ellos, dos anticuerpos monoclonales, el NB-3 y el TA-
1, dirigidos contra distintos epftopos del dominio extracelular de la proteina fueron estudiados
en profundidad y caracterizados, comprobdndose que no producfan reaccién cruzada con
proiefnas homélogas, como el receptor del factor de crecimiento.epidérmico (130). A partir
de esos dos anticuerpos Oncogene Science, Inc. desarrollé y comercializé un ELISA, vnico
procedimiento disponible en el mercado para la determinacién cuantitativa de los niveles de

la p185HER2meu |y que es el que nosotros hemos utilizado en el presente trabajo.

Los resultados obtenidos sobre Ia distribucién de los niveles de la p185HER 2 ep Jos
415 especimenes tumorales se muestra en la Figura 22. Los valores oscilaron entre 0 y 1945
fmol/mg de proteina, mediana: 89 fmol/mg proteina, media + ESM: 169,1 + 12,4 fmol/mg

proteina.
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FIGURA 22. Distribucién de los niveles de expresién de la pl8SHER¥"e en los 415

especimenes tumorales estudiados.

La p185HER2me o5 yna proteina transmembranal de la membrana plasmitica de las
células y, en consecuencia, debe de estar presente tanto en el homogenado del tejido como,
y més especificamente, en la fraccién microsomal del mismo (que incluye la membranas
plasmética, del reticulo endopldsmico y del aparato de Golgi). En el procedimiento de ELISA
utilizado, la p185"ER2mu ge extraia del homogenado tisular, del que era disuelta por el
detergente presente en el tampén de extraccién. Con la idea de conocer la posible correlacién
de los niveles de expresién de oncoproteina tal y como era medida, a partir del homogenado,
con aquellos que presentes en la fraccién microsomal, se realiz6, en 30 especimenes
seleccionados (20 con un nivel bajo de expresién de la p185E*2* y 10 con la oncoproteina
sl-lER-Zlm

sobreexpresada), un ELISA paralelo para estimar ¢l nivel de expresién de la p18

extraida a partir de la fraccién microsomal. La Figura 23 muestra los resultados obtenidos.
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EBMICROSOMAS

/ CIHOMOGENEIZADO

p18s HER-2/neU g omg prot)
(4]
8

0 NORMAL SOBREEXPRESADA
NIVEL DE EXPRESION DE LA ONCOPROTEINA

FIGURA 23. Comparacién de los niveles de expresion de la p185"*%** en homogeneizado

y microsomas de 30 especimenes tumorales.

Como se puede apreciar se encontré una alta correlacién al comparar ambas
aproximaciones experimentales, siendo los niveles de 1a p185HE*?»* estimados a partir de la

fraccién microsomal siempre ligeramente mds elevados que los obtenidos a partir del

homogenado.

Dado 1o novedoso de este método de estimacién cuantitativa de la expresién de la
p185HER2e v 3] jgual que se hizo cuando se desarrollé metodolégicamente la PCR
diferencial, concideramos oportuno y necesario validar el ELISA mediante otro
procedimiento. En este caso elegimos el Western blot, que es un procedimiento de

determinacién semicuantitativa de la concentracién de und proteina y ampliamente utilizado
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por los laboratorios de biologfa molecular, si bien su utilizacién en el‘estudio de los niveles

de expresi6n de la p185"¥*?*= e m4s bien escaso.

Como anticuerpo elegimos el Ab-3 comercializado por Oncogene Science, Inc. y que
ha sido ampliamente caracterizado (131). El Ab-3 es un anticuerpo monoclonal generado en

ratén y que se desarroll6 contra un péptido del dominio citosélico de la p185HERZoes,

La Figura 24 es una muestra representativa de los resultados obtenidos con 86
especfmenes de mama seleccionados. En la parte inferior de la figura se presentan los datos
numéricos obtenidos por ELISA sobre los niveles de expresion de 1a p185™"** en la
muestra correspondiente. Como se puede apreciar se obtuvo una alta correlacién al

determinar los niveles de la p185**2™ por ambos métodos.

kDa

« 185

“C 88 161 207 289

FIGURA 24. Estimacién de los niveles de expresién de la p185™%** mediante Western blot.

La calle 1 (C) es control.



‘Resultados 121

4.1.4. ESTADO DE FOSFORILACION DE LA p185H&R-2facu

Dadas las caracteristicas funcionales de la pl185"E*¥  ya apuntadas en la
Introduccién, es indudable que el hecho de que esta oncoproteina se halle sobreexpresada
en un especimen tumoral, no supone neccsariamente que sca funcional. Dicho de otra
manera, no podemos establecer una vinculacién inmediata y directa entre la sobreexpresién
de la p185HER2o y ] qumento de su actividad tirosina quinasa. Por otra parte, la ausencia
de ligandos conocidos (hasta muy rccientemente) y comercializados y de sustratos protcicos
especificos y fosforilables por la p185¥E*?s= dificulta enormemente el conocimiento de su

estado de actividad.

Un procedimiento indirecto, pero vélido, para conocer el estado de actividad de esta
oncoprotefna es el de estimar su estado de fosforilaci6n. Como ya se apunt6 en la
Introduccién, la actividad tirosina quinasa dc la p185HER s s¢ manifiesta cuando la proteina
estd fosforilada, de manera que midiendo el estado de forforilacién de la proteina se puede

tener una estimacién fiable del estado de actividad enzim4tica de 1la misma.

Dado su evidente interés, decidimos medir el estado de fosforilacién de la p18$ HER-2/ncu
en 86 especimenes de cdncer de mama seleccionados de los que teniamos conocimiento de
los niveles de expresién de esta proteina a través del ELISA y, en parte de ellos, a través del
Western blot con Ab-3. Para ello utilizamos microsomas tumorales, el procedimiento del
Western blot y el anticuerpo anti-fosfotirosina Y20 comercializado por ICN. Como control
positivo (calle 1) empleamos la linea celular A431, ya citada, que sobreexpresa el EGFR

fosforilado. La Figura 25 es una muestra representativa de los resultados obtenidos. En el
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pie de la figura aparecen los valores cuantitativos de concentracién de la pl185HER-Zsex
obtenidos mediante ELISA en la correspondiente muestra. Como se observa hay una
excelente correlacién entre los niveles de expresién de Ia oncoprotefna y la intensidad banda

de 185 kD indicadora semicuantitativa del estado de fosforilacién de la p185HER 2o,

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9
kDa kDa

170 » | «185

36 45 57 64 197 207 2621110

FIGURA 25. Estimacién del estado de fosforilacién de la p18S"™%"* mediante Western blot.

La calle 1 (C) es control.

La Figura 26 resume los resultados obtenidos al comparar los datos de expresién y
fosforilacién de la p185HER2net e Jas 86 muestras estudiadas. Como se aprecia, de las 40
muestras con un nivel bajo de expresién de la p185"E*?™* ninguna (0%) di6 seiial de
fosforilacién de la proteina, mientras que de las 46 muestras con un nivel medio y alto de
expresion de la p185H¥ER-¥» 38 (83 %) mostraron una intensidad de banda apreciable. Parece
pues evidente que, y al menos en el cdncer de mama, la medicién del nivel de expresién de

la p185"™®?= s un indicador bastante fiable del estado de actividad de la oncoproteina.
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FIGURA 26. Relacién entre el nivel de expresién de la pl185™F** y el estado de

Josforilacion de la oncoproteina.

Si bien el Ab-3 y el Y20 son anticuerpos bien caracterizados y que reconoce
especificamente a la p185H®*2=_ e] primero, y las proteinas fosforiladas en tirosina, el
segundo, nos parecié importante el confirmar que no mostraban reaccién cruzada con otras
proteinas. En particular, dadas las similitudes estructurales de la p185"E*2»= y e] EGFR, era
preciso confirmar su especificidad. Obviamente, un débil o0 moderado reconocimiento del
EGFR podria alterar los resultados obtenidos con la p185HE*2= y ms si se tiene en cuenta -
tal y como se coment6 en la Introduccién - que el EGFR se encuentra sobreexpresado en un
cierto porcentaje de tumores mamarios. Con ese fin, y utilizando diez tumores seleccionados,
hicimos un Western blot utilizando el Y20, con la particularidad de que la muestra que

cargamos en los pocillos del gel de la electroforesis eran microsomas que habian sido
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immunoprecipitados con el Ab-3. Como control positivo utilizamos microsomas de la linea
celular vulvar A431, la cual es conocida que sobreexpresa el EGFR. La Figura 27 es una
muestra representativa de los resultados obtenidos, y de ella se deduce claramente que no
existia reaccién entre el Ab-3 y el EGFR, por lo que los resultados obtenidos con el Ab-3,

y por ende - dada la alta correlacién mostrada - con el ELISA son fiables.

kDa

« 185

FIGURA 27. Estimacion del grado de especificidad de los anticuerpos Ab-3 y Y20 para la
deteccién de la pl85™**=  Las calles 1y 6 son microsomas. Las calles 2 y 4 son el
sedimento de microsomas tratados con Ab-3. Las calles 3 y 5 son el sobrenadante de

microsomas tratados con Ab-3.
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4.1.5. CORRELACION ENTRE LA AMPLIFICACION GENICA DEL HER-2/neu Y LOS

NIVELES DE EXPRESION DE LA p]85HEr- 2o

Uno de los objetivos principales de este trabajo fué el de comparar los datos obtenidos
por PCR diferencial acerca del estatus génico del HER-2/neu en los cénceres de mama
estudiados, con los valores cuantitativos obtenidos mediante ELISA sobre la expresién de la
p185HER2/nev o esos tumores. Lo que se pretendia era saber si los resultados de la PCR
estaban correlacionados con los del ELISA y, y mds importante, sc era posible establecer un
valor de expresi6n de la p185HER 22 gue permitiera dicotomizar los datos cuantitativos de la
expresién de la oncoproteina y poder asi discernir de manera segura si la p185"¥*¥ estaba

sobreexpresada o no.

La Figura 28 resume los resultados obtenidos de la comparacién de la PCR diferencial
y ¢l ELISA cn los 415 cdnceres de mama analizados. Como sc¢ puede observar, de las 63
muestras que mostraron ¢l gen HER-2/neu amplificado, 56 (89%) tenfan un nivel de
expresi6n de la p185"ER2* mayor que 250 fmol/mg proteina. De los restantes 352 tumores
donde ¢l gen HER-2/ncu sc encontraba no amplificado, 339 (96%) mostraron niveles de
expresién de la p185"ER2> menores que 250 fmol/mg de proteina. A partir de esos datos,
establecimos que 250 fmol/mg de proteina de p185"*?»= g un punto de corte aceptable para

la estimaci6n cuantitativa de la sobreexpresion de la oncoprotefna.
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FIGURA 28. Asociacién entre el estado del gen HER-2/neu y el nivel de expresién de la

P 1 851@-2/»“

Otro aspecto que resultaba interesante conocer era ¢l de saber si en los tumores con
el gen HER-2/neu amplificado existfa una asociacién entre el mimero de copias génicas del
HER-2/neu y el nivel de expresién de la p185"E*?m= 1a Figura 29 resume los datos
obtenidos. Como se puede observar, no se apreci6é una asociacién lineal positiva entre ambos

pardmetros.
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FIGURA 29. Relacién entre el grado de amplificacién del gen HER-2/neu y el nivel de
expresion de la p] 85" ER Ve

Dada la alta correlacién encontrada entre la amplificacién del gen HER-2/neu y la
sobreexpresién y fosforilacién de la p185"E*?» consideramos conveniente utilizar el
término (estado de) activacién del HER-2/neu para referirnos indistintamente a la situacién

encontrada para cualquiera de estas tres variables.
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4.2. RELACION DE LA ACTIVACION DEL HER-2/neu CON MARCADORES

TUMORALES

Hemos estudiado prospectivamente una serie de 415 pacientes diagndsticadas cdncer
de mama invasivo ¢ intervenidas quinirgicamente en los Hospitales de la red del INSALUD
de la provincia de Las Palmas en el perfodp comprendido entre octubre de 1990 y marzo de
1994 y cuyos especimenes tumorales fueron enviados a la Unidad de Tumores Sélidos del
Departamento de Endocrinologia Celular y Molecular de la Universidad de Las Palmas de
Gran Canaria para realizarles un estudio de los receptores de estrégenos y progesterona. No
se establecié ningiin criterio de exclusién de los pacientes, si exceptuamos el sexo, puesto
que en el estudio se han excluido a los varones. Podemos considerar pues, que la serie
estudiada incluyé casos consecutivos. Esto es cierto por lo que respecta a los especimenes
registrados en la Banco de Tumores de nuestra Unidad, si bien, hay que significar que, por
diferentes causas, un porcentaje impreciso de especimenes tumorales extirpados no fucron

recibidos en la Unidad.

4.2.1. HER-2/NEU versus EDAD

La edad de las pacientes oscil6 entre 25 y 97 afios, mediana: 59 afos, media + ESM:
59,4 + 0,65 afios. Su distribucién por frecuencias se muestra en la Figura 30. Se puede
observar que solo el 7% de las pacientes tenian 40 afios o menos, y que a partir de 51 afios

la distribucién de edades por décadas present6 porcentajes similares.
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FIGURA 30. Distribucion por edades de las 415 pacientes estudiadas.

La Figura 31 muestra la distribucién de los especfmenes tumorales con el HER-2/neu
activado y no activado, agrupados en base a la edad de las pacientes. Micntras que el
porcentaje de tumores con el HER-2/neu activado fué similar en las tres décadas
comprendidas entre los 41 y los 70 afios, dicho porcentaje fué significativamente menor (P
< 0.01) en las pacientes de mds de 70 afios, comparado con las de 40 afios 0 menos (P <

0.01), 51-60 afios (P < 0.04) y 61-70 afios (P < 0.05).
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FIGURA 31. Asociacion entre el estado de activacién del gen HER-2/neu y la edad de las

pacientes

4.2.2. HER-2/NEU versus MENOPAUSIA

El 74,6% de las pacientes eran menop4usicas en el momento del diagnéstico (Figura
32). No hubo diferencias significativas en el mimero de tumores con el HER-2/neu activado

al comparar las pacientes pre/peri-menopdusicas con las post-menopéusicas (Figura 33).
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FIGURA 32. Distribucion por estado menopdusico de las 415 pacientes estudiadas.
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FIGURA 33. Asociacién entre el estado de activacién del HER-2/neu y el estado

menopdusico de las pacientes.
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4.2.3. HER-2/NEU versus TAMANO DEL TUMOR

La distribucién de los especimenes tumorales agrupados de acuerdo con su tamaiio
sc muestra en la Figura 34. Como se observa, el tamafio 2 fué, con diferencia, el m{ts
abundante. El nimero de tumores con HER-2/neu activado fué significativamente mayor en
los tumores de tamafio 4 comparado con los de los tamaiios 1 (P < 0.05) y 2 (P < 0.03)

(Figura 35).

PORCENTAJE DE TUMORES

FIGURA 34. Distribucién por tamafio tumoral de los 415 espectmenes estudiados.
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FIGURA 35. Asociacidn entre el estado de activacién del HER-2/neu y el tamafio tumoral.

4.2.4. HER-2/NEU versus AFECTACION GANGLIONAR

El 53,5 % de las pacientes tenian afectados los ganglios axilares (N+), mientras que
el 46,5 % eran no los tenfan (N-). En 4 casos (1 %) no se tuvo conocimiento del estado de
afectacién ganglionar (Figura 36). No se observé diferencia significativa en el nimero de
tumores que tenfan el HER-2/neu activado al comparar los grupos N- y N+ (Figura 37).
Esta ausencia de significacién persisti6é cuando los pacientes con adenopatia axilar se
distribuyeron en dos grupos: aquellos que tenfan afectados de 1 a 3 ganglios, y los que tenian

afectados més de 3 ganglios (no mostrado)
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FIGURA 36. Distribucién de las 415 pacientes estudiadas en base al estado de afectacion

ganglionar.
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FIGURA 37. Asociacién entre el estado del HER-2/neu y la existencia o no de afectacion

ganglionar.
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Cuando las pacientes se clasificaron segiin el estado de la afectacién ganglionar y
luego se agruparon de acuerdo al tamaifio del tumor, en las pacientes sin adenopatia
ganglionar (N-) el nimero de tumores con el HER-2/neu activado fué significativamente
mayor (P < 0.05) en los tumores T3 y T4 comparado con los tumores T1 y T2. Esta

circunstancia no se observé, en cambio, en las pacientes con adenopatfa axilar (Figura 38).

EJHER-2/neu no activado
B HER-2/neu activado
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FIGURA 38. Asociacion entre el estado del HER-2/neu y el tamafio tumoral agrupados en

base a la existencia de afectacion ganglionar.
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4.2.5. HER-2/NEU versus METASTASIS DE DISTANCIA

El 5,2% de las pacientes presentaban metdstasis a distancia en el momento del
diagnéstico (Figura 39). El porcentaje de tumores con el HER-2/neu activado fué similar
cuando sc compararon los tumorcs de pacientes que tenfan metdstasis a distancia con los

aquellas que no las presentaban (Figura 40).
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FIGURA 39. Distribucién de los 415 especimenes tumorales en base a la existencia de

metdstasis a distancia.
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FIGURA 40. Asociacién entre el estado del HER-2/neu y la existencia de metdstasis a

distancia.

4.2.6. HER-2/NEU versus ESTADIAJE CLINICO

La distribucién de las pacientes de acuerdo el estadio se muestra en la Figura 41.
Como se puede apreciar, la gran mayorfa de las pacientes se encontraban en el estadfo II
(60,2%), siendo minoritarios los estadios I (10,5%) y IV (5,1%). El andlisis estadistico
comparado del mimero 'de tumores con el HER-2/neu activado en los tumores agrupados

segin el estadfo, no mostré diferencias significativas entre ellos (Figura 42).
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FIGURA 41. Distribucién de los 415 tumores estudiados en base a su estadfo clinico.
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FIGURA 42. Asociacion entre el estado del HER-2/neu y el estadfo clinico.
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4.2.7. HER-2/NEU versus TIPO HISTOLOGICO

La distribucién de los tumores segin el tipo histolégico se muestra en la Figura 43.
Como era previsible, el tipo ductal infiltrante fué mayoritario (84,3%), seguido a distancia
por el tipo lobulillar (7,2%). E! porcentaje de tumores con el HER-2/neu activado no fué
significativamente diferente el comparar los tumores agrupados segin el tipo histolégico

(Figura 44).
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FIGURA 43. Distribucién de los 415 espectmenes estudiados segiin el tipo histolégico.
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FIGURA 44. Asociacién entre el estado del HER-2/neu y el tipo histolégico de los tumores

estudiados.
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4.3. RELACION ENTRE LA ACTIVACION DEL HER-2/neu Y LOS RECEPTORES

DE HORMONAS ESTEROIDEAS

En el laboratorio de Fisiologia del Departamento de Endocrinologfa Celular y
Molecular de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, donde se ha realizado el
presente trabajo de investigaci6n, existe una larga tradicién en lineas de investigacién que
precisan la determinacidén cuantitativa de los receptores tanto de estrégenos como de
progesicrona, asf como los de otras hormonas de naturaleza esteroidea, ya sean naturales o
de sintesis, y utilizando muy variados modelos experimentales (132, 133). El procedimiento
utilizado fué el ensayo de intercambio con hormona marcada y el empleo del carbono activo
(DCC), siguiendo las directrices de ensayo propuestas por las organizaciones internacionales
de Oncologia, y, entre ellas, la EORTC. Dado que lo consideramos un método

suficientemente validado, no nos extenderemos en detalles.

La distribucién de los niveles de RE en los 415 especimenes tumorales estudiados se
muestra en la Figura 45. Los valores oscilaron entre 0 y 1735 fmol/mg proteina, mediana:

21 fmol/mg protefna, media + ESM: 134,4 + 6,0 fmol/mg proteina.
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FIGURA 45. Distribucién de los valores de receptores de estrégenos en los 415 espectmenes

estudiados.

Una decisién importante es la de convertir los valores cuantitativos en variables
binomiales. En lo que respecta al RE los distintos autores (134, 135) han apostado por
niveles arbitrarios que oscilan entre 10 y 20 fmol/nlg de proteina, como el valor de RE
minimo a partir del cual considerar que el especimen tumoral expresa la proteina, y, en
consecuencia, etiquetarla como RE positiva (RE+). En nuestra serie, el uso de distintos
puntos de corte situados entre 10 y 20 fmol/mg proteina dié los porcentajes de tumores RE+
y RE- que se muestran en la Figura 46. Por analogia con los porcentajes de tumores
RE+/RE- referidos en sus respectivas series por la mayorfa de los autores, asi como por ser
el valor més utilizado, elegimos el nivel de 10 fmol/mg de proteina como punto de corte. De

acuerdo a ese criterio, el 63,5% de los tumores eran RE+.
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FIGURA 46. Distribucion de los RE- y RE+ en la serie de tumores estudiada considerando

como punto de corte 10, 15 y 20 finol/mg proteina.

La distribucién de los niveles de RP se muestra en la Figura 47. Los valores oscilaron
entre 0 y 2156 fmol/mg proteina, mediana: 31 fmol/mg protefna, media + ESM: 288,8 +

13 fmol/mg proteina.

Por lo que se refiere a la dicotomizacién de los valores de RP, los distintos autores
(134, 136) han sugerido niveles arbitrarios que oscilan entre 10 y 30 fmol/mg de proteina,
como el valor minimo de RP, a partir del cual considerar que el especimen tumoral es RP
positivo (RP+). En nuestra serie, el uso de distintos puntos de corte situados entre 10 y 30

fmol/mg protefna di6 los porcentajes de tumores RP+ y RP- que se muestran en la Figura
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48. Conviene seiialar que la inclusién del molibdato sédico - un agente estabilizador de los
RP ¢ inhibidor de fosfatasas - en ¢l tampdén de homogeneizacién incrementa por un factor de
1,5 a 2 la concentracién de RP que se mediarfa en su ausencia. Nosotros elegimos el nivel
de 20 fmol/mg de proteina como punto de corte, tanto por similitud con lo referido en la
literatura, como por ser un valor cmpleado frecuentemente. De acuerdo a ese criterio, ¢l

57,5% de los tumores eran RP+.
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FIGURA 47. Distribucién de los valores de receptores de progesterona en los 415

especimenes estudiados.
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FIGURA 48. Distribucién de los RP- 'y RP+ en la seric de tumores estudiada considerando

como puntos de corte 10, 20, y 30 finol/mg proteina.

La agrupacién de los especimenes tumorales en base al estado bien de los RE o bien
de los RP, di6 una distribucién de tumores basada en el estado de activacién del HER-2/neu
que se muestra en las Figuras 49 y 50, respectivamente. El porcentaje de tumores con el
HER-2/neu activado fué significativamente menor (P < 0.01) en el grupo RP+ comparado
con el grupo RP-. También el grupo RE+ comparado con el RE- mostré un menor
porcentaje de tumores con el HER-2/neu activado, si bien las diferencias carecieron de

significacion estadistica.
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FIGURA 49. Asociaci6n entre la activacion del HER-2/neu y la expresion de RE.
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FIGURA 50. Asociacién entre la activacion del HER-2/neu y la expresién de RP.
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Cuando las pacientes se clasificaron segiin el estado de la afectacién ganglionar y

luego se agruparon de acuerdo a los RE o RP, en las pacientes sin adenopatfa ganglionar (N-)
el mimero de tumores con el HER-2/neu activado fué significativamente mayor en los
tumores que expresaban RE (P < 0.02) o RP (P < 0.01) comparado con los tumores que

no los expresaban. Esta situacién no se aprecié en las pacientes con adenopatfa axilar

(Figuras 51 y 52).
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FIGURA 51. Asociacion entre el estado de activacién del HER-2/neu y los receptores de

estrogenos en los subgrupos de pacientes N-y N+.
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FIGURA 52. Asociacién entre el estado de activacién del HER-2/neu y los receptores de

progesterona en los subgrupos de pacientes N-y N+.

En el estudio de los RE y RP como variable biol6gica tumoral de posible valor
pronéstico y terapéutico, tiene un indudable interés la combinacién de los fenotipos RE+
RP+ en cada especimen tumoral. Dado que en el cdncer de mama el RP es inducido por el
estradiol actuando a través de su receptor, cabria esperar que la presencia del RE estuviese
siempre asociada a la expresién de RP y viceversa. Sin embargo, la existencia - entre otros
factores - de formas alteradas del RE (137), pueden originar combinaciones fenotfpicas del
tipo RE+ RP- y RE- RP+. Parece demostrado (134, 135) que estas variantes fenotipicas

tienen un comportamiento intermedio, al menos en cuanto a la respuesta antiestrogénica, en
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relacién a las combinaciones "normales” (RE- RP- y RE+ RP+). La distribucién de estos

cuatro posibles fenotipos en nuestra serie se muestra en la Figura 53.
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FIGURA 53. Distribucidn de los cuatro posibles fenotipos resultantes de la combinacién de

REy RP.

Cuando los tumores se agruparon en base a las combinaciones fenotipicas RE+ RP+,
los tumores con el HER-2/neu activado o no, se distribuyeron como se muestra en la Figura
54. El andlisis estadistico mostré que el mimero de tumores con el HER-2/neu activado fué
significativamente menor en los tumores con el fenotipo RE+ RP+ comparado con los del

fenotipo RE- RP-.
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Cuando las pacientes se clasificaron segiin el estado de la afectacién ganglionar y

luego se agruparon de acuerdo a la combinacién fenotipica RE+ RP%, en las pacientes sin
adenopatfa ganglionar (N-) el nimero de tumores con el HER-2/neu activado fué
significativamente mayor en los tumores que no expresaban RE y RP que en los tumores que

expresaban ambos receptores. Esta situacién no se aprecié en las pacientes con adenopatia

axilar (Figura 55).
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FIGURA 54. Asociacion entre el estado de activacién del HER-2/neu y las combinaciones

Jenotipicas RE+ RP+ en la serie estudiada.
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FIGURA 55. Asociacién del estado de activacién del HER-2/neu y las combinaciones

Jenottpicas RE+ RP+ en los subgrupos de pacientes N-y N+.
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44 RELACION DE LA ACTIVACION DEL HER-2/neu CON LA EVOLUCION

CLINICA DE LAS PACIENTES

El seguimiento clinico medio de las pacientes ha sido de 2,5 afios (rango: de 0,5 a
4 aiios). Durante este periodo se han producido 48 (11,5%) recidivas y 43 (10,5 %) exitus.
Aunque el seguimiento clinico estd actualizado, no parece prudente, por razones obvias,

incorporarlo a esta memoria, pues podria llevar a conclusiones erréneas por precipitadas.

Nos parece interesante, no obstante, hacer un breve comentario de los resultados
obtenidos en las pacientes con adenopatia axilar (N+), donde el porcentaje de exitus alcanzé

el 18,9%.

En la Figura 56 se muestra la distribucién del fenotipo RE- RP- versus RE+ RP+
en funcién de la supervivencia y la mortalidad. El fenotipo RE+ RP+ fué significativamente

asociado a una mayor supervivencia (P < 0.02).

La distribucién del mimero de tumores con el HER-2/neu activado en funcién de la
supervivencia y la mortalidad se muestra en la Figura 57. La activacién del HER-2/neu fué

significativamente asociada a la una menor supervivencia (P < 0.03).
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FIGURA 56. Distribucion de los fenotipos RE- RP- y RE+ RP+ en funcién de la

supervivencia y mortalidad de las pacientes.
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FIGURA §7. Distribucién de los especifmenes segiin su estado de activacién del HER-2/neu

en las pacientes agrupadas en base a su supervivencia y mortalidad.
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5.1. ESTIMACION DE LA AMPLIFICACION DEL GEN HER-2/nen MEDIANTE

PCR DIFERENCIAL

Desde que en 1987 (18) se tuvo la primera evidencia de que la activacién del HER-
2/neu era una caracteristica bioldgica tumoral con posible interés pronéstico, distintos grupos

de investigacidn se han interesado en su estudio.

La activacién del proto-oncogén HER-2/neu se produce en tumores s6lidos humanos
casi exclusivamente debido a un fenémeno de amplificacién génica, es decir, debido a
anomalias en los mecanismos de reparacién génica, producto de la inestabilidad gen6mica

que acompaiia al proceso de la tumorigénesis y la progresién tumoral.

Hasta la actualidad, 1a estimacién del nimero de copias génicas del HER-2/neu se ha
llevado a cabo de forma casi exclusiva utilizando el procedimiento del Southern blot, y

ocasionalmente mediante el procedimiento del dot/slot-blot.

En el andlisis del Southern-blot se utilizan una o varias enzimas de restriccién para
digerir el ADN y cortarlo en fragmentos id6neos para ser separados mediante electroforesis
y transferidos a un soporte sélido, donde la hibridacién con las sondas adecuadas permite su
identificacion y cuantificacién. Las sondas son fragmentos radiactivos del gen de interés que
se han preparado a partir de pldsmidos recombinantes que se han multiplicado en bacterias
transformadas. Aunque este procedimiento es utilizado cotidianamente en los laboratorios

especializados de biologia molecular, posee tres caracterfsticas limitantes que fueron
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determinantes en el momento de decidimos a desarrollar un procedimiento alternativo: 1)
precisa de un minimo de decenas de microgramos de ADN para obtener una buena imagen
autorradiogréfica, 2) requiere del uso del fosforo-32 (un radioisétopo de alto contenido
energético) para el marcaje de 1a sonda, y 3) el tiempo minimo que debe de transcurrir entre
la digestién del ADN y la obtencidn de la imagen autorradiogréfica no suele ser inferior a

una sCmana.

La PCR es una tecnologfa que se ha introducido con fuerza en el campo de la
oncologfa bdsica, pues permite, utilizando una pequefia cantidad de ADN, y de una manera
ripida y relativamente sencilla, detectar alteraciones génicas que constituyen el sustrato
molecular de la activacién o desactivacién de genes involucrados en la tumorigénesis y la
progresién tumoral. Asf, la PCR utilizada conjuntamente con sondas de oligonucledtidos
marcados o con procedimientos electroforéticos especiales, permite la deteccién de

mutaciones puntuales, pequeifias delecciones e inserciones y translocaciones génicas.

La utilizacién de la PCR (tradicional) en el estudio de la amplificacién génica -
alteracion molecular que constituye el mecanismo de activacién de determinados oncogenes,
entre los que se encuentra el HER-2/neu -, es, sin embargo, un procedimiento sumamente
ineficaz. Ello es debido a que el proceso de multiplicacién génica in vitro - fundamento de
la PCR - tiene una eficacia variable con cada muestra amplificada, y es imposible el
pretender cuantificar el nimero relativo de copias génicas en las muestras tumorales
comparando el mimero de copias producidos artificialmente en tubos de ensayo distintos.
Dicho de otra manera, si partimos de dos especimenes tumorales entre los cuales la relacién

de copias de un determinado gen es de 100 a 1, podrfamos teéricamente esperar encontrar
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la misma relacién, o aproximada, después de su amplificacién in vitro, sin embargo, la
realidad indica que los resultados pueden ser muy distintos, dado que pérdidas -quizds no
demasiado importantes- en la eficiencia de los primeros ciclos de amplificacién en un tubo
hacen que el proceso en su globalidad, al ser exponencial, se vea notablemente afectado. |
Obviamente, si pensamos que deberfamos de intentar distinguir entre especfmenes en los
cuales la relacién del nimero de copias de un determinado gen es, al menos, de 2 a 1, el

objetivo se torna imposible.

La PCR diferencial, como una variante metodolégica de la PCR tradicional, pretende
cubrir esa laguna, y ser un método itil para la cuantificacién de las copias génicas presentes

de los especimenes.

Ante 1a imposibilidad de controlar 1a eficiciencia de cada PCR individual, en 1a PCR
diferencial se amplifican dos genes de un mismo especimen tumoral en el mismo tubo de
ensayo. Uno de los genes es el problema, es decir, aquel del cual queremos conocer el
mimero de copias génicas; el otro es un gen de referencia (o control), y del cual tenemos una
gran certeza de que estd presente en un nimero diploide de copias. Dado que la amplificacion
in vitro de ambos genes se produce en el mismo tubo, tendremos la seguridad de que las
condiciones y los abateres por los que discurriré el proceso ciclico de 1a PCR les afectardn
a ambos por igual. Asi, el nimero relativo de copias producido por PCR diferencial
de los genes co-amplificados de cada especimen reflejard el nimero relativo de copias de los
mismos presentes originalmente en la muestra que fué sometida a la PCR diferencial. Ese
niimero relativo de copias del gen prohlema al gen de referencia se traducird en un valor

densitométrico equivalente al comparar la intensidad de las bandas electroforéticas del gen
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problema y el gen de referencia de una misma calle de la electroforesis.

Admitiendo pues que la PCR diferencial podria ser un procedimiento itil para la

estimaci6n del grado de amplificacién del oncogén HER-2/neu, su puesta a punto nos supuso

el tener en cuenta algunos condicionantes tanto técnicos como biolégicos - es decir, propios

dc la naturaleza de los especfmenes que analizdbamos -, que podfan conducirnos a

interpretaciones erréneas de los resultados, y que detallamos a continuacién:

1)

2)

Si bien es cierto que las condiciones generales de la PCR (medio del ensayo,
enzima, cambios ciclicos de temperatura, desoxinucle6tidos, condiciones
microambientales) afectan por igual a los dos genes a amplificar en cada tubo
de ensayo, no lo es menos que la eficiencia en la amplificacion de cada gen
es a su vez dependiente de la eficacia con que es utilizada la pareja de
cebadores, la cudl puede ser, y por razones que desconocemos, bastante
diferente. Ademis, la intensidad de 1a banda electroforética resultante depende
de la longitud del fragmento génico amplificado, en el sentido de que, a
mayor longitud, mayor incorporacién de agente intercalante y mayor
intensidad. Adn mids, la obtencibn de una buena imagen para ser
densitometrada, depende también de que la electroforesis de los productos de

la PCR diferencial separe bandas nitidas y bien definidas.

Una de las caracteristicas bioldgicas de las muestras tumorales es su
inestabilidad gendémica, ello hace que un cierto porcentaje de tumores sean

aneuploides de muy variado tipo, incluyendo hipodiploides, triploides,
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tetraplioides, etc. Obviamente, el utilizar un solo gen de referencia podria
conducir a una infravaloracién o sobrevaloracién del nimero de copias del
HER-2/neu, si el cromosoma donde se encuentra el gen de referencia estd
presente en un nimero anormal de copias. Es por ello que hemos utilizado dos
genes de referencia ubicados en distintos cromosomas, y decidido que la
relacién de intensidades del HER-2/neu con ambos genes control deberfa de
tener un valor minimo, atin a sabiendas de que perderfamos un cierto mimero

de especimenes con el HER-2/neu amplificado.

3) Por muy meticuloso que sea el patélogo en la preparacién de la pieza tumoral,
eliminando el tejido sano de la misma, es imposible obviar la presencia del
componente estromal, que representa un porcentaje indefinido y variable de
la pieza. En consecuencia, la decisién sobre el valor densitométrico de la
relacién de intensidades que indica 1a presencia de un nimero extra de copias
del HER-2/neu es un compromiso entre el efecto diluidor de las células
diploides, los valores densitométricos obtenidos para los especimenes de tejido
mamario sano, y las referencias disponibies sobre los valores densitométricos
de relacién de intensidades obtenidos utilizando condiciones similares de PCR
diferencial en lineas celulares que tienen un némero extra conocido de copias

génicas del HER-2/ncu.

Resolver todos estos condicionantes supuso un notable esfuerzo, y consideramos
haberlos solventado ampliamente. Los datos obtenidos del andlisis simultdneo mediante PCR

diferencial y Southern blot de un buen nimero de especimenes avala en cierta mediada
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nuestra opinién.

Hay que significar que la utilizacién de 1a PCR diferencial en la estimacidn del estado
génico de oncogenes que se activan por amplificacién génica, ofrece diferentes ventajas sobre
los métodos tradicionales como el Southern, las cuales ya se han comentado y no parece
necesario insistir. No obstante, si convience resaltar una ventaja que nos parece importante,
y es el uso de una cantidad minima de ADN, diriamos que insignificante, y que puede
ser obtenida a partir de piezas tumorales fijadas en formalina buffereada y embebidas
en parafina. Esto es sumamente importante, no ya para realizar estudios retrospectivos, sino
que incluso para los trabajos prospectivos, dado que tratindose de muestras bien frescas o
parafinadas, la cantidad de tejido disponible para realizar estudios de biologfa molecular tiene
una clara tendencia a disminuir, bien por la deteccién cada dfa més precoz - afortunadamente
- del cdncer de mama, bien por las técnicas de cirugfa conservadora que se utilizan en un
cierto porcentaje de casos. De hecho, estamos en disposicién de asegurar que la cantidad de
ADN que se obtiene de la pieza tumoral extraida mediante puncién con aguja fina es més
que suficiente para realizar varios ensayos de PCR diferencial. Estamos, pues, ante una

tecnologia con enormes posibilidades de aplicacién en el campo del diagndstico oncoldgico.

Hasta la fecha, un s6lo grupo de investigacién (el del Dr. E. Lui, de la Universidad
de North Carolina, en Chapel Hill) ha utilizado un procedimiento de PCR diferencial similar
al nuestro para estimar la amplificacién del oncogen HER-2/neu (128,138,139). Sus
trabajos se han centrado en la puesta a punto del método y en su aplicacién al estudio del
estado del gen en lineas celulares (138) y en una serie de 149 carcinomas de mama, de los

que 27 eran carcinomas de mama in situ y 122 invasivos en estadio IT (139). Nuestro trabajo
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se centra en el estudio de una serie amplia de 415 carcinomas de mama invasivos, y podemos

considerarlo como umo de los pioneros en este terreno.

El porcentaje de tumores que hemos encontrado con el gen HER-2/neu amplificado
(15%) se encuentra en el rango de lo referido en la literatura (entre el 10 y el 30%)

utilizando el procedimiento del Southern blot (18,19,96,102).

5.2. DETERMINACION CUANTITATIVA DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE

LA p185TER 2nca

Los estudios sobre Ia expresién de la oncoprotefna p185HER-%0 hap sido realizados,
hasta la fecha, y por aplastante mayorfa, mediante métodos inmunohistoquimicos (96,100,

112,113). Excepcionalmente se ha utilizado el Western blot (98).

El procedimiento inmunchistoquimico ofrece dos ventajas particularmente interesantes:
1) 1a posibilidad de localizar especificamente 1a expresién de la oncoprotefna en las células
tumorales y el conocer, de paso, la heterogeneidad de la expresion de la misma en la pieza
analizada, 2) la posibilidad de llevar a cabo el estudio en piezas embebidas en parafina,
siempre que se disponga del anticuerpo adecuado, necesitando, entonces, muy poca cantidad
de tejido para el andlisis y pudiendo llevar a cabo estudios retrospectivos. El procedimiento
tiene, no obstante, una desventaja evidente, y es la de que la estimacién de la expresién de

la proteina est4 sujeta a la opinién subjetiva del observador.

El procedimiento del Western blot es semicuantitativo, precisa de una cantidad
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minima, no despreciable, de tejido, requiere un cierto adiestramiento, y ademds de un notable

trabajo de estandarizacién para ser utilizado en una serie amplia de tumores.

La determinacién cuantitativa de la expresién de la p185%5*2™* ha sido imposible
hasta muy recientemente, debido a que no se conocian el(los) ligando(s) de este receptor -
véase el correspondiente apartado de la Introduccién -. La ausencia de ligandos conocidos
ha impedido el desarrollo de técnicas que utilicen el ligando marcado para, mediante un
ensayo de intercambio similar al que se lleva a cabo con el ER, PR o el EGFR, estimar la

concentracién de esta oncoprotefna.

Una alternativa vdlida al ensayo de intercambio con ligando marcado, es el empleo
de un ELISA. Aunque hay diferentes procedimientos que se engloban bajo ese nombre, es
incuestionable que el mds especifico y, en consecuencia, el m4s fiable, es aquel que utiliza
dos anticuerpos monoclonales dirigidos contra distintos determinantes antigénicos de la

molécula cuyo nivel de expresién se pretende determinar.

Nuestra clara vocacién por la biisqueda de datos cuantitativos nos condujo a utilizar
un procedimiento tipo ELISA que utiliza dos anticuerpos monoclonales y que habia sido
desarrollado por W. Camey y colaboradores en el laboratorio de farmacologfa clinica del
Instituto del Cancer Dana Faber, en Boston, Massachusetts (130,140), y que, justo cuando
se inicid este trabajo de investigaci6n, se encontraba disponible en el mercado. Es obvio el
resaltar que la gran ventaja de un método de estimacién cuantitativa es que produce un dato

numérico objetivable y no sujeto a cualquier tipo de interpretaciones.
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Los datos obtenidos mediante el ELISA utilizando extractos del homogenado tisular
fueron contrastadbs, utilizando un buen mimero de muestras, con los niveles obtenidos
mediante el mismo procedimiento usando extractos microsomales - mis especfficos -, y
validados con datos obtenidos mediante el procedimiento del Western blot empleando
microsomas y un anticuerpo distinto a los que se usan en el ELISA. La buena correlacién
encontrada entre estas tres aproximaciones metodol6gicas nos proporciona un margen

importante de seguridad en nuestros datos.

Aungue se han publicado decenas de trabajos sobre la activacién del HER-2/neu en
el cdncer de mama, muy pocos se .han ocupado de estudiar a la vez el estado génico y
el de expresién de la oncoproteina (18,19,96,103), y menos en una serie tan amplia como
la que nosotros hemos estudiado. En consecuencia, podemos afirmar que si bien no somos

pioneros, somos, indudablemente, de los primeros en hacerlo.

Hay una tendencia muy notoria en la oncologfa bdsica/clinica, y es la de tratar la
informacién analitica con la intencién de disponerla en una forma simple y util. En ese
sentido, es corriente que los valores numéricos sobre los niveles de expresién de distintas
proteinas de previsible interés pronéstico y/o terapéutico, se transformen en variables
binomiales, caso de los ER, PR, EGFR, etc. Esta dicotomizacién de los datos se realiza
estableciendo valares arbitrarios de corte, o conociendo 1a evolucién clinica de las/los
pacientes y decidiendo sobre cudl es el valor que permite una separacién mds didfana entre

grupos de mejor y peor evolucién o de mejor y peor respuesta.

Que sepamos, y hasta la fecha, no hay ninguna referencia en la literatura en la que
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se halla utilizado el procedimiento del ELISA en el estudio del la expresién cuantitativa de
la p185HER?» en yna serie amplia de cdnceres de mama. El grupo de Carney - tnica
referencia disponible - la utiliz6 en el estudio de lineas celulares y en una serie de 19

carcinomas mamarios (140).

5.3. RELACION ENTRE EL ESTADO DEL GEN HER-2/nen Y LA EXPRESION

DE LA p1§5TR 2

Realizar una dicotomizacién arbitraria, sin mds, de los niveles de expresién de la
p185HER2= ghtenidos a través del ELISA, nos parecié cuanto menos una temeridad. Para
resolver este dilema, existe, sin embargo, una alternativa diferente a las dos apuntadas antes,

y que estaba a nuestro alcance.

La estimacion simulidnea del estado génico y de expresion del HER-2/neu permite,
por un lado, correlacionar ambas variables, y por otro, establecer a partir de conocimiento
del estado del gen (no amplificado versus amplificado) cuél es el nivel de expresién minimo
de la pl185HERZnw g partir del cual podemos considerar, con rotunda scguridad, que la

oncoproteina estd sobreexpresada o no.

La comparacién de los datos obtenidos mediante PCR diferencial y ELISA, mostraron
que un nivel minimo de expresién de la oncoproteina de 250 fmol/mg de protefna, es un
valor absolutamente fiable para discernir entre expresion normal y sobreexpresién. Utilizando
ese valor, los casos de amplificacién génica y sobreexpresién, y viceversa, ofrecieron una

elevada correlacidn, que es lo que cabria esperar en la eleccién de un punto de corte seguro.
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Esta misma elevada correlacién es la que se encuentra referida en la literatura (18,19,96),
en trabajos que utilizan procedimientos de andlisis diferentes a los empleados por nosotros.

Una vez mds consideramos que esta coincidencia, refuerza la validez de nuestros datos.

Si bien los datos del estado génico y de expresion del HER-2/neu mostraron una
estrecha correlacién, los nix;eles medios de expresién de la p185HER28% an tumores con el
HER-2/neu amplificado y agrupados en base al mimero creciente de copias extras del
oncogén, no mostraron asociacién. Podemos especular en el sentido de que si bien a un
mayor nimero de copias génicas del HER-2/neu le deberfa corresponder un nivel mds
elevado de expresion de la p185"E%* 2= otros factores pueden estar actuando y modulando
los niveles de la oncoproteina. Desafortunadamente, el desconocimiento sobre los ligandos
de 1a p185 y de los factores que regulan la transcripcién del oncogén nos impiden interpretar
este fenémeno. Quizds, el reciente descubrimiento de que algunos ligandos de la p185HER-Zocu
también se unen a la proteina codificada por el HER-4 (141) pueda, en el futuro aportar
alguna luz sobre este tema. Estos resultados obtenidos por nosotros, no coinciden con los
referidos por el grupo de D. Slamon (19,96), que, en dos aproximaciones metodolégicas
difcrentes, encontré una correlacién entre el ndmero de copias y el nivel de expresién medio

de Ia oncoproteina. Desconocemos el porqué de esta discrepancia.
5.4. ESTIMACION DE LA ACTIVIDAD DE LA p185TER-2/nen

Que la p185HER#a g encuentre sobreexpresada en un especimen tumoral no quiere
decir que su actividad se halle aumentada. De acuerdo con la actividad biolégica conocida

para esta proteina, después de la unién del (los) factor(és) de crecimiento especificos a su
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dominio extracelular (con actividad de receptor), la protefna experimenta un cambio
conformacional que posibilita su dimerizacién. En este estado de dfmero, determinados
residuos de tirosina del dominio citosdlico se autofosforilan, y esta fosforilacién se traduce
en una activacién de la actividad tirosina quinasa presente en ese dominio (49), siendo la
respuesta celular enteramente dependiente de la cascada de fosforilaciones que se

desencadena.

El desconocimiento, hasta muy recientemente, de sustratos proteicos especiﬁcés de
la p185™ER-¥mx  nos imposibilité el poder determinar directamente el estado de Ia actividad
tirosina quinasa de la oncoprotefna en nuestras muestras. Sin embargo, 1a aproximacién
experimental utilizada, esto es, 1a de estimar el nivel de fosforilacién en tirosina de la
p185HER-2 e yna estimacién indirecta suficientemente vélida para, de acuerdo con lo

conocido, tener una valoracidn bastante precisa del estado de actividad de esta protefna.

Los resultados mostraron que existfa una asociacién total entre las muestras con una
bajo nivel de expresién de la p185¥ER2== y ] ausencia de fosforilacién de la oncoprotefna,
¥y que un alto porcentaje de las mucstras que sobrecxpresaban la p185¥ %2 I3 tenfan
fosforilada. Este hecho nos induce a pensar que la sobreexpresién de la p185"E* 2= conlleva
su activacion (en el cdncer de mama), independientemente de los niveles de expresién de sus
ligandos. Nuestros resultados coinciden con otros dos trabajos sobre el tema, uno realizado
en lineas celulares tumorales mamarias, y el otro en una serie de 56 especfmenes de céncer

de mama (134,142).
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5.5. RELACION ENTRE LA ACTIVACION DEL HER-2/neu Y LOS FACTORES

PRONOSTICOS

El andlisis estadistico de la activacién del HER-2/neu en nuestra serie de
pacientes/especfmenes agrupada en base a criterios tales como la edad, menopausia, tamafio
del tumor, afectacién nodular, metdstasis a distancia y estadiaje clinicoquinirgico, mostré
diferencias significativas entre el nimero de tumores con el HER-2/neu activado y no
activado, sélo al comparar las pacientes con edad superior a los 70 afios con las que tenfan

menos de 40 afios, y al comparar los tumores T4 con los T1 y T2.

Los factores pronésticos con utilidad clinica hoy en dia son la T, el N y el M. Ellos
configuran la clasificacién TNM y el estadiaje clinicoquinirgico: estadios I, II, Il y IV. La
ausencia de asociacidn entre la activacién del HER-2/neu y estos pardmetros no debe de
sorprendernos. Nuestros resultados coinciden, con algunos matices, con la mayorfa de la
treintena larga de articulos publicados sobre la amplificacién o sobreexpresion del HER-2/neu

en el cdncer de mama (100,101,102,104,105,109,111).

Obviamente, si la activacién del HER-2/neu tiene alguna utilidad pronéstica y/o
terapéutica, la misma debe radicar en la posibilidad de utilizar su estado de activacién para
establecer, en pacientes previamente clasificados en base al T, N y/o M, subgrupos que
previsiblemente tendrdn un mejor o peor prondstico y/o una mejor o peor respuesta a
determinado tipo de terapia. A ese respecto, es interesante el hallazgo de que cuando las
pacientes son clasificadas en base al estado de afectaci6n axilar, la activacién del HER-2/nen

estd significativamente asociada a los tumores de mayor tamafio en las pacientes sin
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adenopatfa axilar, lo que sugiere una cierta dependencia entre ambas variables; aspecto sobre

el que debemos de profundizar en el futuro.

5.6 RELACION ENTRE ACTIVACION DEL HER-2/neu Y LOS RECEPTORES DE

HORMONAS ESTEROIDEAS

El estimacién de los niveles de RE y RP se ha introducido como préctica comin en
los laboratorios de oncologia mamaria, en gran medida después de los trabajos del grupo de
W. McGuire en el Centro de la Salud de la Universidad de Texas, en San Antonio (143,
144). La presencia de los receptores de estrégenos tiene un interés doble. Por una parte, la
positividad de los receptores se ha creido que reviste un interés prondstico considerable. Por
otra parte, indica la dependencia del crecimiento tumoral respecto de las hormonas
gonadales, que, sin tener necesariamente la exclusividad, indudablemente favorecen su

desarrollo.

En relacién al posible interés pronéstico de este tipo de andlisis, existe actualmente
una abundante controversia, con algunos estudios mostrando una mejor prognosis cuando el
RE y/o RP es detectado en el tumor, y con otros no encontrando esta mejora (73,75,76).
En este punto hay que incidir en el hecho de que una explicacién a buena parte de estas
diferencias pueda radicar en diferencias en el tamafio de la muestra, tipo de poblacién
estudiada, metodologfa variada en la medida y en la definicién de los niveles de receptores,
diferentes perfodos de seguimiento clinico de las pacientes, y si se ha administrado o no
terapia adyuvante. Parece obvio, en cualquier caso, que la expresién de los RE y RP sefiala

un cierto grado de diferenciacién del tumor, lo que clinicamente es indicativo de buen
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prongéstico.

Por lo que se refiere a la influencia de las hormonas ovdricas sobre el crecimiento
tumoral, hay bastante consenso en la literatura en que la positividad en RE y RP estd
estrechamente (aunque no totalmente) asociada a una mejor respuesta a la terapia endocrina,

y, en particular, al tratamento con antiestrégenos.

Los resultados sobre 1a expresién de RE y RP estdn en el rango de lo descrito en la
literatura (75,76). La presencia de distintos fenotipos resultantes de las combinaciones RE+
RP+ es sumamente interesante - como ya se ha apuntado varias veces a lo largo de este
trabajo - porque permite afinar en la clasificacién de las pacientes que responderdn a la
terapia antiestrogénica. Asi, es conocido que el 70% de las pacientes RE+ RP+ tendrdn una

respuesta objetiva positiva, mientras que ese porcentaje desciende a un 10% en las RE- RP-,

Nuestros datos sobre distribucién del HER-2/neu activado en los tumores agrupados
bien en base a la expresién de RE o RP, o bien en base a las combinaciones fenotfpicas RE+

RP1 nos parece de gran interés.

Por una parte, muestran que un cierto porcentaje de tumores de cada uno de esos
fenotipos muestra este oncogén activado. Si asumimos - como parece demostrar la abundante
literatura al respecto -, que la activacién del HER-2/neu es indicativo de una mayor
agresividad tumoral, el utilizar el estado de este oncogén en el establecimiento de subgrupos
de pacientes dentro de cada uno de los fenotipos estrogénicos, es previsible que nos ayude

a: 1) clasificar mejor a las pacientes que previsiblemente tendrén una evolucidn clinica peor
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(caso de la combinacién RE- RP- HER-2/neu + (activado), 2) comprender porqué hasta un

30% de los tumores RE+ RP+ no presentan respuesta objetiva a la terapia antiestrogénica.

Por otra parte, nuestros resultados indican que la activacién del gen HER-2/neu estd
inversamente asociada a los tumores que expresan RE y RP. Aiin mds, que esta asociacién
negativa estd limitada a las pacientes sin afectacién axilar. Es esto un fenémeno bastante
novedoso que nos sugiere que en este tipo de tumores que todavia no han invadido los
ganglios axilares, la presencia de los RE y RP podrfa ser considerada como un indicador de
que la célula tumoral conserva avn intactos ciertos mecanismos de control que garantizan la
estabilidad genémica de (al menos) algunos de sus componentes (tal como el mantener un

nimero diploide de copias del gen HER-2/neu).
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De los resultados obtenidos del estudio de 415 especimenes de cdncer de mama

invasivo, consideramos que es posible establecer las siguientes conclusiones:

1. La co-amplificacién mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de

fragmentos de 180 y 98 pb del oncogén HER-2/neu, conjuntamente con fragmentos
de 119 del B-interferén o de 150 pb de +y-interferén como genes de referencia permite

conocer el mimero de copias del oncogén presentes en especimenes de céncer de

mama.

2. Este procedimiento cumple los requisitos de bajo consumo de muestra,
reproducibilidad, especificidad y sensibilidad por lo que puede ser considerado como
un procedimiento rédpido, no radiactivo y seguro para conocer el estado del gen

HER-2/neu en tejido tumoral.

3. La comparacién de los resultados obtenidos en la co-amplificacién del HER-2/neu
con los de cuantificacién de la expresién de su producto génico, la p185HERZn
estudiado mediante ELISA, permite establecer que una relacién de 1,7 entre las
intensidades de las bandas electroforéticas de los fragmentos del HER-2/nen y 1los
genes de referencia, y un nivel de 250 fmol de p185"®*?*/mg protefna, son puntos
de corte scguros para afirmar que un especimen contiene un nimero anormalmente

alto de copias de HER-2/neu, o que hay sobreexpresién de dicho oncogén.
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El procedimiento de co-amplificacién permitié establecer que el 15% de los 415
especimenes de cdncer de mama analizados contenfan un nimero extra de copias del

oncogén HER-2/neu. Un porcentaje similar de tumores sobreexpresaba la p185HE®-

2Ziow

En los tumores analizados existi6 un grado de coincidencia del 89 % entre la
presencia de copias supernumerarias del oncogén y la sobreexpresién del producto
génico pl85™ER2mw. gin embargo, la abundancia de p185"E*?™ no present6
correlacién cuantitativa con el grado de amplificacién del gen, més alld de una clara

sobreexpresion.

La abundancia de p185"E*2"* mostr6 una elevada correlacién con el estado de
fosforilacién de dicha proteina en todos los especimenes estudiados, por lo que es
posible establecer que, en el cdncer de mama, la sobreexpresién del oncogén implica

también su activacién.

La activacién del oncogén HER-2/neu se correlacioné significativamente con el mayor
tamafio del tumor y con la menor edad de la paciente, pero no con la presencia de
metdstasis en el momento del diagndstico, el estadfo clinico o la afectacién ganglionar

axilar.

Los tumores que contenfan receptores de progesterona presentaron un mimero
significativamente menor de especimenes conteniendo el oncogén HER-2/neu activado

que los especimenes negativos para dicho receptor. Los tumores que contenfan
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receptores de estrégenos también mostraron tendencia a tener menor activacién del

HER-2/neu.

Los tumores conteniendo simultdneamente receptores de estrégenos y receptores de
progesterona mostraron un nimero significativamente menor de especimenes
conteniendo el oncogén HER-2/neu activado que los especfmenes carentes de ambos

tipos de receptores.

La clasificacién de las pacientes segiin el estado de afectacién de los ganglios axilares
mostré que la asociacién negativa encontrada entre 1a activacién dél oncogén HER-
2/neu y la presencia de receptores de estrégenos, de receptores de progesterona, o de

ambos, estaba limitada a las pacientes sin afectacién ganglionar.

Con un seguimiento medio de 2,5 afios para las 415 pacientes estudiadas, se ha
detectado una correlacidn significativa de la presencia de receptores de estrégenos y
de progesterona en el especimen con una mayor supervivencia, y de la activacién del

oncogén HER-2/neu con una menor supervivencia.
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