UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR,
FISIOLOGIA, GENETICA E INMUNOLOGIA

PROGRAMA DE DOCTORADO
CANCER: BIOLOGIA Y CLINICA

Alteraciones genéticas y epigenéticas
en el cancer de endometrio

Memoria para optar al grado de DOCTOR

Raquel Ramirez Moreno

Fdo. El Director Fdo. El Director Fdo. El Director Fdo. El Doctorando
s /s .
| 7 /] / / ' = M g~ \
o o . ) f ; A . i/
/}’ — — \ \cr‘— 1 "*1'L" K:%#/
——— e \__ \;,fi./ it i‘ LA
Juan Carlos Diaz Chico B. Nicolas Diaz Chico  Fco. German Rguez Gonzélez Raquel Ramirez Moreno

Las Palmas de Gran Canaria a 2 de Septiembre de 2010



D. JUAN CARLOS DIAZ CHICO, PROFESOR TITULAR DE BIOQUIMICA
DEL DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR,
FISIOLOGIA, GENETICA E INMUNOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD DE
LAS PALMAS DE GRAN CANARIA.

CERTIFICA,

Que D* Raquel Ramirez Moreno, licenciada en Biologia, ha realizado bajo

mi direccion y asesoramiento el trabajo de investigacion titulado:
“ALTERACIONES GENETICAS Y EPIGENETICAS EN EL CANCER DE ENDOMETRIO”

Una vez revisada la presente memoria, la encuentra apta para su defensa
ante el tribunal para la obtencion del titulo de Doctor, mencién Doctor Europeo, por

la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.

Y para que asi conste y surta los efectos oportunos, extiende la presente

certificacion en Las Palmas de Gran Canaria a 2 de Septiembre de 2010.

i

Y, s

| ") 7O

Fdo. D. Juan Carlos Diaz Chico



D. B. NICOLAS DIAZ CHICO, CATEDRATICO DE FISIOLOGIA DEL
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR,
FISIOLOGIA, GENETICA E INMUNOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD DE
LAS PALMAS DE GRAN CANARIA.

CERTIFICA,

Que D® Raquel Ramirez Moreno, licenciada en Biologia, ha realizado bajo

mi direccion y asesoramiento el trabajo de investigacion titulado:

“ALTERACIONES GENETICAS Y EPIGENETICAS EN EL CANCER DE ENDOMETRIO”

Una vez revisada la presente memoria, la encuentra apta para su defensa
ante el tribunal para la obtencion del titulo de Doctor, mencion Doctor Europeo, por

la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.

Y para que asi conste y surta los efectos oportunos, extiende la presente

certificacion en Las Palmas de Gran Canaria a 2 de Septiembre de 2010.

Fdo. D.B. Nicolas Diaz Chico



D. Fco. GERMAN RODRIGUEZ GONZALEZ, POSTDOCTORAL
RESEARCHER. MEDICAL ONCOLOGY DEPARTMENT. JOSEPHINE
NEFKENS INSTITUTE, ERASMUS MEDICAL CENTER, ROTTERDAM.

CERTIFICA,

Que D® Raquel Ramirez Moreno, licenciada en Biologia, ha realizado bajo

mi direccion y asesoramiento el trabajo de investigacion titulado:

“ALTERACIONES GENETICAS Y EPIGENETICAS EN EL CANCER DE ENDOMETRIO”

Una vez revisada la presente memoria, la encuentra apta para su defensa
ante el tribunal para la obtencidon del titulo de Doctor, mencién Doctor Europeo, por

la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.

Y para que asi conste y surta los efectos oportunos, extiende la presente

certificacion en Rotterdam a 2 de Septiembre de 2010.

Fdo. D. Fco. German Rodriguez Gonzalez



/2

UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA

Alteraciones genéticas y epigenéticas
en el cancer de endometrio

Raquel Ramirez Moreno

Las Palmas de Gran Canaria, 2010



Indice

Capitulo 1
Introduccioén General
1. El Endometrio: anatomia, morfologia y funcion
2. El carcinoma de endometrio
2.1 Epidemiologia y etiologia
2.2 Factores de riesgo
2.3 Factores pronostico y tratamiento
3. Bases moleculares del carcinoma endometrial
3.1 Principales alteraciones moleculares
3.2 La inestabilidad microsatélite (MSI)
3.3 La inestabilidad cromosémica (CIN)
3.4 Alteraciones de los genes PTEN, PI3K, KRAS y P53
4. La ruta de sefializacion celular Wnt en el carcinoma endometrial
4.1 Generalidades
4.2 Alteraciones de los genes B-Catenina, APC y E-Cadherina

5. Referencias

Capitulo 2

Planteamiento y objetivos

Capitulo 3

Alta incidencia de mutaciones del gen EPHB2 en tumores gastricos pero

no en los de endometrio con inestabilidad de microsatélites

Oncogene. 2007 Jan 11; 26 (2):308-11

17
19
23
23
24
25
29
29
30
33
34
39
39
41
44

55

59



Capitulo 4
Los genes reparadores de roturas en la doble cadena del ADN son frecuentes
dianas de la inestabilidad de microsatélites en el cancer de endometrio

Eur J Cancer. 2010 Jul 16. [Epub ahead of print].

Capitulo 5
El silenciamiento epigenético del gen EPHB4 es un posible marcador

prondstico en cancer de endometrio

Capitulo 6
La metilacion conjunta de los genes SFRP1, 2 y 5 esta asociada con una

peor evolucidn clinica de las pacientes con cancer de endometrio

Capitulo 7
La metilacion del gen PITX2 es un marcador de peor pronostico en los

tumores de endometrio con un contenido diploide de ADN

Capitulo 8
Abstract in English

Capitulo 9

Conclusiones/Conclusions

Anexos

I. Informacién suplementaria
II. Curriculum Vitae

II1. Financiacién

IV. Agradecimientos/Acknowledgements

II

69

87

103

123

139

147

III
VI
VII



Capitulo 1

—
o
=
=1
=
=9
(39
o

Introduccion general




1ornyde)




1. El endometrio: anatomia, morfologia y funciéon

El endometrio es la mucosa que tapiza la cavidad del utero (Fig.1A). Su
funciéon principal es crear el microambiente necesario para la implantacion y el
desarrollo del embrién hasta que éste pueda nutrirse de la madre a través de la
placenta. Morfolégicamente, podemos dividirlo en dos capas: funcional y basal. La
primera se descama y renueva cada mes, durante el ciclo menstrual, mientras que la
basal permanece y constituye la base para regenerar el endometrio. Los principales
componentes histoldgicos que forman esta mucosa son: el epitelio, el estroma, las

arterias espirales y las células inmunitarias residentes (Fig. 1B).
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Figura 1. A: Esquema del aparato reproductor femenino. B: Anatomia funcional del
endometrio. Una monocapa de células epiteliales recubre la superficie del estroma, y penetra
en ¢l con profundas invaginaciones (estructuras glandulares) que casi alcanzan la superficie
del miometrio. El estroma estda formado por células fibroblasticas estromales, arterias
espirales que atraviesan todo el grosor del endometrio y células inmunitarias residentes (1).
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El ciclo menstrual es un proceso coordinado. Mientras el ovocito madura
para ser fecundado, el endometrio se prepara para recibir al futuro embrion. Los
cambios histologicos producidos durante el ciclo endometrial estan intimamente
ligados a la produccion ciclica de estrégenos y progesterona del ovario.

A pesar de ser un proceso gradual, el ciclo endometrial se puede dividir en
tres fases principales: menstrual, proliferativa y secretora.

Fase menstrual: comprende del dia 1 al 4 del ciclo. Predominan bajos
niveles de estrogenos y progesterona produciendo en el endometrio un cambio en el
flujo sanguineo, lo que desencadena la hemorragia que acompafia al
desprendimiento de la capa funcional (menstruacion). El primer dia de la
menstruacion representa el inicio del ciclo menstrual. Después de esta fase, queda un
endometrio delgado, donde inicamente esta presente la capa basal.

Fase Proliferativa: del dia 5 al 14 del ciclo. Durante el desarrollo del
foliculo ovarico, éste secreta estrogenos que hacen que el endometrio se vuelva a
regenerar. Crece el nlimero y la longitud de las estructuras glandulares adoptando
formas rectilineas. El estroma incrementa su masa y se produce el alargamiento de
las arterias espirales. En esta etapa el espesor del endometrio aumenta de 0,5mm a
Smm aproximadamente.

Fase secretora: del dia 15 al 28. Tras la ovulacién (mitad del ciclo) se
secretan grandes cantidades de estrogenos y progesterona por parte del cuerpo luteo.
Los estrogenos provocan una ligera proliferacion adicional, y la progesterona una
notable diferenciacion del endometrio. Las células del epitelio secretan material rico
en glucogeno y mucopolisacaridos, y las estructuras glandulares se ensanchan. El
aporte sanguineo al endometrio sigue aumentando de forma proporcional al
desarrollo de la actividad secretora, con gran tortuosidad de los vasos sanguineos.
Del dia 20 al 24 del ciclo supone el periodo de maxima receptividad endometrial
(Fig.2).

Si el 6vulo es fecundado, la implantacion comienza aproximadamente en el
sexto dia de la fase secretora (dia 21 del ciclo). Para ello el endometrio secretor se
transforma en un endometrio gestante o decidua, que dara origen a la porcion

materna de la placenta. Las células diferenciadas del estroma se transforman en
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células deciduales que acumulan glucégeno y lipidos en su citoplasma. A medida
que el 6vulo fecundado invade el endometrio las células deciduales degeneran en la
proximidad del saco coridnico, y junto con la sangre materna y las secreciones
endometriales suponen una rica fuente de nutrientes para el embrion. Si no ocurre la
fecundacion, las concentraciones de estrégenos y progesterona disminuyen debido a
la degeneracion del cuerpo luteo. Entonces, el endometrio secretor se transforma en
un endometrio isquémico, disminuyendo la perfusion sanguinea por
vasoconstriccion de las arterias espirales, se detiene la secrecion glandular y se
pierde liquido intersticial. El resultado final es la menstruaciéon y el comienzo de un

nuevo ciclo.

Ovulacion

Ciclo
Ovarico

Ciclo
Endometrial
Fase: Menstrual Proliferativa Secretora
Dia: 1 5 14 28

Figura 2. Esquema que muestra las relaciones entre el ovario y el endometrio durante el ciclo
menstrual. Las hormonas ovaricas (estrogenos y progesterona) promueven las modificaciones
ciclicas de la estructura y funcion del endometrio (2).

Excepto durante el embarazo, el ciclo menstrual se repite cada 28 dias a lo
largo de la vida reproductiva de la mujer, desde la menarquia (primera
menstruacion) hasta la menopausia (cese permanente de la menstruacion).

La menopausia, un estado fisiologico que forma parte del proceso natural
de envejecimiento, se produce a una edad media de 50 afios. Y se caracteriza por el
cese de la secrecion hormonal ovérica, dando lugar a cambios que afectan al aparato

urogenital, sistema cardiovascular y 6seo. Estos cambios, anatémicos y fisiologicos,
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son progresivos. Al aproximarse la menopausia es cada vez mayor la porcion del
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endometrio que no responde completamente al estimulo hormonal. Cuando esta

estimulacion cesa, desaparece definitivamente el ciclo menstrual y el endometrio
regresa a su estado prepuberal o inactivo. El epitelio endometrial queda reducido a
un tejido monocapa, las glandulas adoptan una forma esférica y el componente
estromal se convierte en el mas abundante con una morfologia densa y fibrosa. Se
reserva el término perimenopausia para el periodo de tiempo que precede a la Gltima
menstruacion y los doce meses posteriores, y postmenopausia para todos los afios

que siguen tras la Gltima menstruacion (1-4).
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2. El carcinoma de endometrio (CE)

El tejido endometrial, estd sometido a un complejo proceso de regulacion
para llevar a cabo su funcién correctamente. Este proceso es el resultado del
equilibrio entre los factores reguladores que lo estimulan e inhiben: principalmente
hormonas esteroideas como los estrogenos y la progesterona, que coordinan los
diferentes tipos celulares que lo forman. Los elementos que modulan el crecimiento
y la proliferacion celular pueden ser susceptibles de alteraciones moleculares
(genéticas y epigenéticas) y/o ambientales, que conducen a la alteracion del proceso
normal de regulacion del tejido endometrial y a la aparicion y desarrollo de la

patologia tumoral.

2.1 Epidemiologia y etiologia

El CE es el tumor mas frecuente del tracto genital femenino en los paises
desarrollados (5). A mediados de los afios 70, y coincidiendo con el inicio de la
terapia hormonal sustitutiva en mujeres perimenopausicas, se observd un aumento
en su incidencia. Es un tumor con dependencia hormonal, de manera que, ante
cualquier estimulo estrogénico mantenido sin aumento de la exposicion a
progesterona, se facilita el desarrollo de la enfermedad (6, 7).

En cuanto al numero de casos, ocupa el cuarto lugar después del carcinoma
de mama, colon y pulmon, y el séptimo como causa de muerte (5). Es considerado
un tumor de buen pronostico, que generalmente se diagnostica en etapas iniciales.
Sin embargo, no es de esperar una disminucion importante en su incidencia en los
proximos aflos, ya que ni la deteccion precoz ni las distintas opciones terapéuticas
tienen una influencia en la mortalidad (3).

El CE es, fundamentalmente, una enfermedad postmenopausica siendo la
edad media en el momento del diagnostico de 60 afios. Sin embargo, un 25% de los
casos se desarrolla en mujeres premenopausicas, y un 5% en menores de 40 afios
(8). Entre un 5-10% tienen una base hereditaria, cuya principal causa es el sindrome
de Linch o cancer colorectal hereditario no polipdsico (HNPCC). La gran mayoria

de los casos (90%) son esporadicos con una etiologia, atin desconocida (9).
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Basandose en evidencias clinicas e histopatologicas, J. Bokhman (1983)
propuso al menos dos mecanismos que podrian explicar el origen de los CE (10).
Asi existirian dos tipos diferentes:

Tipo I o carcinomas endometrioides (responsable de mas del 80% de los
casos) que corresponden a pacientes con una historia de exposicion prolongada a
estrogenos, endogenos o exodgenos, no contrarrestada por progestagenos. Este tipo
de tumor comienza como una hiperplasia endometrial que progresa a carcinoma.

Tipo II o carcinomas no endometrioides surge espontaneamente sobre la
base de un endometrio atréfico o inerte, por lo general en mujeres
postmenopdausicas, en ausencia de hiper-estrogenismo y sin relacion clara de
progresion de hiperplasia a carcinoma.

Ademas de un origen distinto, el comportamiento clinico de estos dos tipos
tumorales es diferente. Los CE de Tipo I tienen mejor pronostico que los de

carcinogénesis desconocida o Tipo Il (Tabla 1) (10, 11).

Tabla 1. Principales caracteristicas clinico-patologicas de los CE

Caracteristicas Tipo I Tipo I
Edad Pre/Perimenopausica Postmenopéusica
Exposicion a estrogenos Presente Ausente
Etiologia Hiperplasia Endometrio atréfico
Tipo Histologico endometrioide no endometrioide
Grado histologico Bajo Alto
Invasion miometrial Minima Profunda
Prognosis Favorable Desfavorable

2.2 Factores de riesgo

El endometrio es un tejido hormono-dependiente. Cambios en el equilibrio
entre los niveles de estrogenos y progesterona, hacia una produccion relativamente
mayor de estrogenos aumenta el riesgo de CE.

En la menopausia, la estimulacion hormonal por parte del ovario cesa. Sin

embargo, una pequeia cantidad de estrogenos sigue produciéndose naturalmente en
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las glandulas suprarrenales y en el tejido adiposo, como consecuencia de la actividad
aromatasa que transforma los androgenos en estradiol (12). Asi, una dieta rica en
grasas animales, la falta de ejercicio fisico y el sobrepeso aumentan entre 2 y 10
veces el riesgo de padecer esta enfermedad. Otros factores, asociados con la
obesidad, como la hipertension y la diabetes, lo elevan 1,5 y 3 veces
respectivamente.

La menarquia temprana en combinaciéon con una menopausia tardia, y la
nuliparidad favorecen, también, el desarrollo del tumor por la prolongada
exposicion a los estrogenos durante la edad reproductiva de la mujer. La mitad de
los CE debutan en pacientes que no han estado embarazadas, y su riesgo relativo es
mayor de 2 si se acompaia de infertilidad. La anovulacion hace que el endometrio
est¢ menos expuesto al efecto de la progesterona, permaneciendo en un estado
proliferativo con niveles maximos de estrogenos (13, 14).

Otro factor de riesgo es la administracion exdgena de sustancias con
actividad estrogénica. Como ejemplos, los tratamientos hormonales sustitutivos
prescritos a las mujeres perimenopausicas (a base de estrogenos sin progestagenos),
o el Tamoxifeno usado como tratamiento adyuvante en cancer de mama que ejercen,
ambos, una accion proliferativa en el endometrio (6, 7, 15).

Las hiperplasias endometriales, el sindrome de ovarios poliquisticos y
factores hereditarios como el sindrome de Linch, también pueden contribuir a elevar
el riesgo de una mujer a desarrollar esta enfermedad (16, 17).

Para los CE de Tipo II, no asociados a una historia de hiperestrogenismo,

no existen factores de riesgo definidos (3).

2.3 Factores prondsticos y tratamiento

En cancer, las caracteristicas clinico-patologicas y biologicas del tumor son
usadas como factor prondstico porque aportan informacion precisa acerca del
comportamiento clinico de la paciente. Asi es posible la identificacion de grupos de
alto riesgo y evita los tratamientos adyuvantes innecesarios en pacientes de buen

pronostico. Los factores a los que clasicamente se le ha dado un valor prondsticos en
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CE son: el estadiaje, la edad, el tipo histologico, el grado de diferenciacion tumoral
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y la invasion miometrial, vascular y linfatica (3).

El estadiaje del CE es quirargico de acuerdo con las recomendaciones de la
FIGO (Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia, 1988) (18, 19). Los
carcinomas, segun esta clasificacion, se dividen en cuatro estadios: (I) tumor
limitado al cuerpo uterino, (II) extension del tumor a la cérvix, (III) extension a los
organos pélvicos y (IV) extension mas alla de los o6rganos pélvicos. Ademas, cada
uno de ellos se divide en subestadios (Tabla 2).

El estadio varia el pronostico del tumor, con una supervivencia a los 5 afios
de aproximadamente: 83% para el estadio I, 73% para el estadio II, 52% para el
estadio III y 27% para el estadio IV. Afortunadamente, el 80% de todos los CE estan

confinados al ttero en el momento del diagnostico (20).

Tabla 2. Clasificacion FIGO (1988). Estadiaje quirargico-patologico de los CE

Estadio Caracteristicas

IA G123 tumor limitado al endometrio.
IBGI23  invasion menor de 50% del miometrio
ICGI23  invasion mayor de 50% del miometrio

IIA G123 complicacion glandular endocervical solamente
IIBGI23 invasidn estromatica cervical

IIA G123 eltumor invade la serosa o anexos o citologia peritoneal positiva
1B G123 metastasis vaginales
IIC G123 metastasis a ganglios linfaticos pélvicos o paraadrticos

IVA G123 invasion tumoral de la mucosa vesical o intestinal o de ambas
IVB G123 metastasis a distancia incluso a ganglios linfaticos intraabdominales o inguinales o a ambos

Conjuntamente con el estadio, uno de los indicadores mas sensibles de la
diseminacion tumoral es el grado de diferenciacion histologico. La FIGO establece
tres grados (Gl: diferenciados, G2: moderadamente diferenciados, G3:
Indiferenciados), basandose en la extension del tumor y las caracteristicas nucleares,
como el tamaifio y forma del ntcleo, distribucion de la cromatina, el tamafio de los

nucléolos y el nivel mitético (18, 19).
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A medida que el tumor pierde su diferenciaciéon y aumenta el grado, hay
una tendencia mayor a una invasion miometrial profunda, riesgo de diseminacion
abdominal y afectaciéon de los ganglios pélvicos-paraadrticos, reduciéndose
considerablemente las probabilidades de supervivencia. A los 5 afios, las pacientes
con tumores G1 muestran un 94% de supervivencia libre de enfermedad, 84% para
el G2 y un 72% para el G3. La mitad de las lesiones con G3 muestran una invasion
miometrial mayor del 50%, y el 20-30% metastatizan los nodulos linfaticos. La
mayoria de los carcinomas endometrioides son bien o moderadamente diferenciados,
mientras los no endometrioides son indiferenciados (21-25).

En funcion del tipo celular presente en el area tumoral se define el tipo
histologico. Los tipos histologicos de alto riesgo, son los no endometrioides,
principalmente los tumores serosos, de células claras y escamosas, los
indiferenciados y algunas variedades mixtas. La supervivencia global de este grupo
de tumores, poco frecuentes, es menor del 35% independientemente del estadio (26).

Otros factores pronostico son la profundidad de infiltracion del miometrio y
la invasion vascular, capaces de predecir una mayor probabilidad de metastasis
ganglionar, fracaso en el tratamiento, recidiva y menor supervivencia. Los CE se
dividen, en funcién de la profundidad de infiltracion, en menor o mayor al 50% de
infiltracion miometrial. La afectacion de los ganglios pélvicos-paraadrticos
constituye también, un factor prondstico importante, relacionado con el estadio,
grado ¢ infiltracion miometrial de los tumores (20, 27-32).

Diversos trabajos publicados han descrito la importancia de la
determinacion de los niveles de receptores de estrogenos y progesterona como
marcador prondstico significativo. La disminucion en la expresion de estos
receptores se asocia con una peor evolucion clinica de las pacientes con CE (33, 34).

El tratamiento de las pacientes con CE es inicialmente con cirugia
(histerectomia total y salpingo-ooforectomia bilateral), mientras que el post-
operatorio toma en cuenta el estadiaje quirtrgico. Las pacientes son clasificadas en
tres categorias: aquellas con alta probabilidad de cura sin terapia post-operatoria
(riesgo bajo), las que tienen una reducida tasa de cura quirurgica pero que pueden, o

no, beneficiarse de una terapia adicional (riesgo intermedio) y las de alto riesgo, con
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muy pocas probabilidades de cura sin terapia post-operatoria (Tabla 3) (35). Ensayos
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clinicos en curso estudian la respuesta a tratamientos de radioterapia, quimioterapia

y hormonoterapia en pacientes con diferentes estadios de CE (36, 37).

Tabla 3. Tratamiento post-operatorio de las pacientes
segun los grupos de riesgo de recidiva

Riesgo Estadio Tratamiento post-operatorio
Bajo IAGl12 Ninguno
1A G3
IBG123 Radiacion vaginal

Intermedio ICG123 (posible radiacion pélvica 'y
IIAGI23 abdominal vs. Quimioterapia)
IBG123
MMAGI123

B G123 Radiacion vaginal, pélvic
Alto MCGI 23 o g b:lpe. ’i"
IVA Gl 2 3 para-aor ca Yy abdominaj

IVBG123
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3. Bases moleculares del carcinoma endometrial

El desarrollo y progresion tumoral es consecuencia de la adquisicién de
diversas alteraciones que incluyen activacion de oncogenes e inactivacion de genes
supresores de tumores y un incremento de la inestabilidad genética. El estudio de
estas alteraciones moleculares ha permitido ampliar los conocimientos acerca de la
tumorigénesis y reforzar los subgrupos clinico-patologicos, originalmente definidos

por rasgos morfologicos y clinicos.

3.1 Principales alteraciones moleculares

Diversos estudios moleculares apoyan el modelo dual, propuesto por J.
Brokhman, para la carcinogénesis endometrial (38-42).

En los tumores endometrioides es frecuente observar inestabilidad de
microsatélites (MSI), abundancia de receptores de estrogenos y progesterona,
mutaciones activantes en los oncogenes KRAS y B-Catenina y mutaciones
inactivantes en el gen supresor PTEN.

En cambio, los no endometrioides son, en su mayor parte, ancuploides lo
que indica la presencia de inestabilidad cromosomica (CIN), que va acompafiada de
altos niveles del receptor Her2/neu, mutaciones inactivantes del gen supresor de
tumores P53, reduccion de la expresion del gen E-Cadherina y, con frecuencia, bajo
contenido de receptores de estrogenos y/o progesterona (43-45) (Tabla 4).

Asi pues, las alteraciones moleculares implicadas en el desarrollo de ambos
tipos tumorales difieren significativamente. Sin embargo, la existencia de tumores
que muestran caracteristicas morfologicas, inmunologicas y moleculares solapadas,
junto con la deteccion de MSI en tumores no endometrioides y la falta de
correlacion inversa entre P53 y MSI, descritas en la literatura, contradicen este
modelo (39, 40, 42, 46). Matias-Guiu y col. sugieren que los tumores de tipo no
endometrioide pueden desarrollarse a partir de dos vias: 1) de novo a partir de un
estado CIN, con pérdidas de heterocigocidad en numerosos loci, mutaciones
inactivantes en el gen P53 y otras alteraciones aun por determinar; 2) a partir de la

desdiferenciacion de un CE endometrioide preexistente. Esto explicaria la existencia

29

i
=
=
=
o
(3]
&}




de CE con caracteristicas mixtas y la presencia de alteraciones tipicas de tumores de

i
[}
1
=]
=
j=¥
(3}
|

tipo endometrioide en los CE no endometrioides (40).

Tabla 4. Principales alteraciones moleculares de los CE

Caracteristicas Tipo I Tipo I
Niveles de REy RP Altos Bajos
Sobre-expresion de HER2/neu <2% 18-80%
Instabilidad microsatélite (MSI) 20-40% <5%
Ploidia >75% Diploides >50% Aneuploides
Pérdida de Heterocigocidad (LOH) Baja Alta
Mutaciones inactivantes del PTEN 35-50% 10%
Mutaciones inactivantes del P53 <20% 90%
Mutaciones activantes del KRAS 10-30% <5%
Mutaciones activantes de B-Catenina 25-40% <5%
Reducida expresion de E-Cadherina 22-43% >75%

3.2 Inestabilidad microsatélite (MSI)

Las secuencias microsatélites son repeticiones cortas, de no mas de 150
bases, dispersas a lo largo de todo el genoma. Contienen unidades minimas repetidas
de una, dos, tres, y hasta seis bases. Durante la replicacion del ADN, debido al
apareamiento erroneo de las hebras (fenomeno conocido como slippage) se generan
inserciones y/o deleciones en estas regiones. Sin embargo, la actividad correctora de
la ADN polimerasa junto con el sistema MMR (reparador de aparcamientos
incorrectos 0 mismatch repair) permiten a la célula mantener estable su material
genético.

Los genes del sistema MMR, hasta ahora identificados en mamiferos, son:
MLH1/3, PMS1/2, MSH2/3/4/5 y 6. Estos interactian formando complejos y
heterodimeros que median en las distintas funciones de reparacion. Defectos en el
sistema MMR generan en la célula el fenotipo mutador de microsatélites o MSI,
caracterizado por la progresiva acumulaciéon de miles de mutaciones en las

secuencias repetidas (47-49).
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Aunque el MSI fue inicialmente descubierto en pacientes con HNPCC o
sindrome de Linch, esta presente en un porcentaje de tumores esporadicos (47, 50,
51). Las pacientes con HNPCC tienen mutaciones germinales en los genes del
sistema MMR, frecuentemente MLHly MSH2. En estas pacientes, con un alelo
defectuoso, la mutacion del alelo sano inactivaria definitivamente el gen reparador.
Lo que originaria un defecto en el sistema de reparacion del ADN que aceleraria la
adquisicion de MSI. De esta manera el genoma se inundaria de mutaciones en los
tractos repetidos, incluidos aquellos localizados en las secuencias codificantes de
genes del cancer (oncogenes y genes supresores). En estos casos, la alteracion
provoca un cambio en la pauta de lectura de la proteina (mutaciones frameshift) que
da como resultado una proteina truncada o defectuosa. Debido a estas alteraciones,
la célula se transformaria en neoplasica, siendo inevitable, a partir de este momento,
su multiplicacion clonal para dar lugar al tumor (52).

El CE es la enfermedad extracolonica mas cominmente observada en las
familias con HNPCC. Entre un 30-60% de las pacientes con esta patologia
hereditaria desarrollan un CE (53, 54). La gran mayoria de estos tumores (75%), asi
como un cierto porcentaje de los CE esporadicos (17-20%), muestran MSI (55, 56).
Esta alteracion genética aparece también en lesiones precancerosas, como las
hiperplasias, lo que indica que es un fendmeno temprano en la carcinogénesis (57,
58).

Sin embargo, en los tumores de endometrio esporadicos con MSI, la
frecuencia de mutaciones en los genes del sistema MMR es muy baja (59-61). En
estos casos, la hipermetilacion de la region promotora del gen MLH1, que hace que
se inhiba su expresion, es la responsable del MSI. Esta alteracion epigenética esta
presente en la mayoria de ellos (70-95%) y en un grupo reducido de tumores con
microsatélites estables (MSS) (6-10%) (62-64). Ademas, se ha observado en
hiperplasias y en tejido normal adyacente al tumor, pero no en tejido endometrial
sano (65-67).

Como se ha mencionado ya, el MSI es una caracteristica propia de los CE
endometrioides o de Tipo I (20-40%), mientras que en los tumores no

endometrioides o de Tipo II es poco frecuente (<5%) (55, 56). Algunos de los genes
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con tractos repetidos, dianas de MSI, que presentan altas frecuencias de mutacion en
los CE endometrioides son: BAX, TGFBRII, IGFIIR, MSH3, MSH6, Axina-2,
Caspase-5 y PTEN. En general en los CE, la incidencia de MSI y de mutaciones de
los genes diana es menor que en los tumores gastrointestinales (44, 68).

Nuestro grupo ha determinado el estado MSI en una serie de mas de 200
muestras de CE, usando cinco marcadores quasimonomorficos (BAT25, BAT26,
NR21, NR24 y NR27), de acuerdo con las condiciones y el criterio publicado en la
literatura (ver seccion material y métodos en el capitulo 4) (69, 70). La incidencia de
MSI en esta serie es de un 20% y estd dentro del rango descrito por otros autores. El
95% de los tumores MSI muestran metilacion del promotor del gen MLHI y
ademas, una bateria de genes, dianas de MSI, también presentan mutaciones en sus

tractos repetidos (Fig. 3) (68, 71).
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Figura 3. Frecuencia mutacional de algunos genes diana de MSI estudiados en nuestra serie.

No obstante, las frecuencias mutacionales obtenidas para estos genes
dianas, en los diversos estudios publicados, muestran una gran variabilidad. Si bien,
el fenotipo mutador es un proceso que parece extenderse de manera indiscriminada
por todo el genoma, también hay evidencias que indican la existencia de una presion
selectiva sobre determinados genes diana que participan en la tumorigenesis. Asi,

actualmente, existe un amplio debate para establecer los criterios mas adecuados que
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permitan discernir entre genes diana relevantes o irrelevantes en la carcinogénesis de
un determinado tumor (70, 72, 73).

La presencia de MSI en tumores colorrectales predice un pronodstico
favorable independientemente del estadio (74). Pero esto no ocurre en CE, la
asociacion de MSI con parametros clinico-patoldgicos y la evolucion clinica de las
pacientes es controvertida (75-80), exceptuando su relacion con los tumores
endometrioides y diploides (40).

El estado MSI en nuestra serie, también se asocia con tumores
endometrioides y diploides, y ademas, con estadios avanzados, invasion vascular y
un peor pronodstico. Resultados preliminares muestran que esta inestabilidad se
comporta como un marcador predictivo independiente, que indica una peor
evolucion de los CE endometrioides con estadios iniciales tratados con radioterapia
(81).

Estas y otras evidencias, ponen de manifiesto la implicacion de diferentes
dianas de MSI en la carcinogénesis y en la progresion tumoral, ademas de su posible
valor pronostico y/o predictivo en el CE que seria interesante estudiar en
profundidad (73).

3.3 Inestabilidad cromosémica (CIN)

La inestabilidad gendmica tiene un importante papel en el desarrollo del
cancer, no solo a nivel del ADN (mutaciones puntuales o MSI), sino también a nivel
cromosomico. La anomalia en el nimero y/o estructura (traslocaciones, deleciones y
amplificaciones) de los cromosomas se conoce como inestabilidad cromosomica
(CIN).

La determinacion de la ploidia permite estimar los cambios cuantitativos en
el contenido de ADN de las células tumorales frente a una poblacion celular control.
Aunque no sea posible obtener informacion especifica del tipo de alteracion
cromosOmica (numérica y/o estructural), el cambio en el contenido de ADN es un
indicador de la existencia de la CIN. Los tumores diploides son aquellos con un
contenido normal de ADN y los aneuploides por el contrario, muestran alteraciones

en la ploidia.
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La alteracion de los genes implicados en la regulacion de los puntos de
control del ciclo celular (checkpoints), que aseguran el orden de los procesos dentro
del ciclo e integran la reparacion del ADN con la progresion de las diferentes etapas,
podrian ser responsables de la CIN (82).

La aneuploidia se observa en un 20-35% de los CE, la mayoria de ellos con
una histologia no endometrioide (83). Parece que los genes BUB1, CCNB2 y STK-
15 implicados en el checkpoint del huso mitotico estan sobre-expresados en este tipo
tumoral, especialmente el gen STK-15, esencial en la segregacion de los
cromosomas y en la funcion de los centrosomas (43). La alteracion de este gen esta
presente en el 60% de los CE no endometriodes (84). La aneuploidia es considerada
por varios autores como un marcador de peor pronéstico en CE (85, 86).

En nuestra serie de CE hemos determinado la ploidia mediante citometria
de flujo. Los tumores con un indice de ADN <0,85 6 >1,25 se han considerado
aneuploides (68, 87). La aneuploidia esta presente en el 20% de los casos y se asocia
con estadios avanzados, grado mas indiferenciado, invasién vascular, tipo
histoloégico no endometrioide y una peor evolucion clinica de la enfermedad (68).

La CIN se ve reflejada también por pérdidas/ganancias alélicas en
numerosos loci (LOH o pérdida de heterocigocidad). Se ha comparado el perfil de
LOH en los diferentes tipos de tumores de endometrio, mostrando que este

fendémeno es mas frecuente en los CE no endometrioides (45).

3.4 Alteraciones en los genes PTEN, PI3K, KRAS y P53

El gen supresor de tumores PTEN (Phosphatase and tensin homolog) esta
localizado en el cromosoma 10q23-24. Codifica una proteina pten, con 9 exones y
403 aminoacidos, con actividad fosfatidilinositol, tirosina, serina/treonina y
fosfatasa. Esta implicado en varios procesos celulares, principalmente bloquea el
ciclo celular e induce apoptosis. Interviene también, en la migracién celular, en la
adhesion entre células y con la matrix extracelular, y en la angiogénesis (88).

Su relacién con el cancer parece estar centrada principalmente en su

capacidad de modular negativamente la ruta PI3K/AKT (Phosphatidylinocitol 3,4,5-

34



triphosphate kinase/protein Kinase B) por desfosforilacion del producto PIP;
(Phosphatidylinocitol 3,4,5-triphosphate) (89).

Las mutaciones en linea germinal de este gen son las responsables del
sindrome de Cowden, una enfermedad considerada rara, caracterizada por lesiones
cutaneas, polipos intestinales (hamartomas) y la tendencia a desarrollar neoplasias
malignas, entre ellas cancer de mama, tiroides y endometrio (90).

La alteracion del PTEN juega un importante papel en la progresion de
diferentes tipos tumorales, entre ellos el CE. Los principales mecanismos de
inactivacion del PTEN son las mutaciones y LOH (91). Es necesaria la pérdida de
funciéon de los dos alelos para inactivar el gen (Teoria de Knudson), por eso a
menudo, en los tumores de endometrio las mutaciones y LOH coexisten (92). Sin
embargo, en un cierto porcentaje de casos no se observa este doble impacto, la teoria
de la haploinsuficiencia propone que la alteracion de un alelo es suficiente para
inactivar parcialmente el gen, siendo esta una posible explicacion para aquellos
tumores con esta caracteristica (93, 94).

El 40% de los CE muestran LOH en torno a 10q23 (95, 96) y el PTEN
mutado en el 25-83% (97-102), mayoritariamente en los tumores con histologia
endometrioide y un contenido diploide de ADN (40). También aparece alterado en
las hiperplasias endometriales, con y sin atipia (19% y 21% respectivamente), lo que
indica que esta implicado en la tumorigenesis, a diferencia de lo que ocurre en otros
tipos tumorales, donde aparece alterado frecuentemente en estadios avanzados (57,
98, 101, 103, 104).

No se ha podido justificar la ausencia de expresion de este gen basandose
exclusivamente en estos dos mecanismos de inactivacion, asi que otros procesos
deben estar implicados en su regulacion (98). En principio no hay evidencias de
silenciamiento epigenético. La presencia de un pseudogen del PTEN en el
cromosoma 9p21, cuya homologia se extiende -841 nucleodtidos sobre el codon
iniciador, dificulta el andlisis para determinar el estado de metilacion de su promotor
(105). Parece que en los CE, es el pseudogen y no el gen PTEN el que se encuentra

alterado epigenéticamente (106).
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La frecuencia de mutaciones del PTEN observadas en nuestra serie (36%)
estd dentro del rango descrito en la literatura (33-55%). Estas mutaciones resultan en
una pérdida total o parcial de la funcionalidad de la proteina. Prevalecen las
inserciones/deleciones que afectan a la pauta de lectura (frameshifi) frente a las
sustituciones de una base (68, 71). En los trabajos publicados no existe un acuerdo
respecto a la relacion entre el estado MSI y las mutaciones del PTEN. Nuestros
resultados apoyan la existencia de una mayor frecuencia de mutaciones del PTEN en
los tumores MSI. Las alteraciones frameshift en los tractos repetidos predominan en
los CE con MSI, debido probablemente al propio estado de inestabilidad. En
cambio, en los tumores estables (MSS) son mas frecuentes las sustituciones de una
base (C—T/G—A) en los dinucleétidos CpG (68, 71).

Aproximadamente dos tercios de los tumores con mutacion del PTEN
presentan inactivacion completa del gen a causa de un segundo impacto, la
inactivacion del otro alelo, que en los tumores MSI es debido frecuentemente a una
mutacion y en los MSS a LOH. Este hallazgo sugiere que el mecanismo molecular
responsable de la inactivacion del PTEN estd condicionado por el estado de
inestabilidad en los CE. Queda por determinar el papel del PTEN en aquellos
tumores con un solo alelo mutado (68, 71).

Varios estudios consideran al PTEN como un marcador prondstico para el
CE. Las mutaciones del PTEN en los tumores endometrioides se asocian con
estadios iniciales y tumores de mejor pronoéstico, independientemente de las
caracteristicas clinicas y patologicas del tumor (101, 107, 108). Los resultados
obtenidos por nuestro grupo asocian las mutaciones del PTEN con tumores
diploides, una caracteristica de buen prondstico en CE (68).

La enzima PI3K es un heterodimero formado por una unidad reguladora
(p85) y otra catalilica (p110a). La subunidad catalitica es codificada por el gen
PIK3CA localizado en el cromosoma 3q26.32. PIK3CA estd mutada en el 15% de
los tumores humanos, principalmente en los exones 6, 7, 9 y 20, con importantes
implicaciones clinicas en el diagndstico, prognosis y respuesta al tratamiento (44).

El 26-36% de los CE presentan mutaciones de PIK3CA, la mayoria de ellas

en el exon 20. El resultado final de estas alteraciones es una enzima PI3K con mayor
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actividad. Esto no esta asociado con variables clinico-patoldgicas, asi que no parece
ser un factor prondstico en el CE (109, 110).

En el 14-26% de los tumores de endometrio coexisten las mutaciones del
PIK3CA con las del PTEN. Algunos autores sugieren que en los casos con
haploinsuficiencia del PTEN, mutaciones en otros genes como PIK3CA podrian
tener un efecto cooperativo, promoviendo la tumorigenesis endometrial (109, 110).

La ruta MAPKSs (Mitogen-activated protein kinases) regula la proliferacion,
diferenciacion y migracion celular. Estd anormalmente activa en el 30% de los
tumores humanos, jugando un importante papel en la carcinogénesis. En el 15-30%
de estos tumores, la causa es la alteracion de uno de sus principales miembros,
KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog). Este gen,
localizado en el cromosoma 12p12.1, estd mutado principalmente en el exén 1 lo
que provoca un cambio de aminoacido en el codén 12 y/o 13 que hace a la proteina
mas activa (111).

El 19-46% de los CE presentan KRAS mutado, siendo mas frecuente en los
tumores endometrioides (10-30%) y practicamente ausente en los no endometrioides
(<5%) (112-116). Las hiperplasias endometriales muestran también esta alteracion,
principalmente aquellas con atipia (55, 112, 117-119). Los tumores con mutaciones
en KRAS son mayoritariamente MSI (116, 120). En el 50% de los CE
endometrioides coexisten las alteraciones en KRAS y PTEN junto con el estado MSI
(44). No parece existir asociacion entre la presencia de mutaciones de KRAS y otras
variables clinico-patoldgicas o pronostico de los tumores. Sin embargo, algunos
autores han relacionado la presencia de esta alteracion con un peor comportamiento
clinico en CE endometrioides originados a partir de hiperplasia endometrial en
pacientes postmenopausicas (121-123). En nuestra serie el 14% de los CE presentan
mutaciones en KRAS, y un 59% de ellas son transiciones G—A (124).

En céancer de colon las transiciones G—A en KRAS y p53 se han asociado
con el silenciamiento epigenético del gen MGMT, que codifica para una enzima
reparadora, O°-MGMT, encargada de corregir la O°-alquil-Guanina (125, 126). Sin
embargo, nosotros no hemos encontrado evidencias de metilacion del promotor de

este gen en nuestra serie de CE, coincidiendo con lo descrito en un estudio
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publicado recientemente (ver anexo I) (124, 127). Alternativamente, es posible que
en los tumores de endometrio con estas sustituciones, tanto del PTEN como del
KRAS, sean debidas a la alteracion de la enzima reparadora MEDI1, que corrige
desaminaciones espontaneas en la 5’metil-Citosina de los dinucledtidos CpG (128).

El gen supresor de tumores P53 esta localizado en el cromosoma 17p13.1.
Codifica para una proteina nuclear, con el mismo nombre, encargada de evitar la
proliferacion de la célula cuando ésta tiene dafios en su ADN. La proteina p53
alterada no es funcional, pero resiste su degradacion, se acumula en el nucleo e
inhibe a la proteina p53 normal. Asi, la célula es capaz de continuar dividiéndose a
pesar de su inestabilidad genética (129).

La mitad de los tumores humanos tienen el gen P53 alterado (44). En los
CE de tipo no endometrioide es la principal alteracion genética (90%), aparece en
etapas iniciales de la carcinogénesis. En un 10-20% de los tumores de tipo
endometrioide, también esta presente, frecuentemente en aquellos con alto grado. En
este grupo, la alteracion de P53 parece ser un evento molecular tardio en el proceso
tumoral y podria influir en la progresion de los CE endometrioides a no
endometrioides (120, 130-132). La sobreexpresion de P53 estd asociada a tumores
de alto grado, estadio avanzado, asi como con una prognosis desfavorable. Seglin
algunos autores, puede ser considerado un marcador predictivo de supervivencia y

podria ser usado para detectar CE de alto riesgo (133-136).
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4. La ruta de sefializacion celular Wnt

La compleja ruta de senalizacion celular Wnt (Wingless/Intl), altamente
conservada en la evolucion, juega un importante papel en el control de la expresion
génica diferencial, durante la embriogénesis y en el mantenimiento de la
homeostasis en los tejidos adultos. Regula procesos importantes como la
proliferacion, apoptosis, diferenciacion, polaridad y migracion celular. Y su
alteracion se asocia en humanos, con el desarrollo de enfermedades degenerativas y

cancer (137).

4.1 Generalidades

Los ligandos Wnt forman una familia de moléculas de sefalizacion, que
después de una compleja modificacion post-traduccional, son secretadas a la matrix
extracelular. En humanos, se han descrito 19 genes que codifican diferentes
isoformas de estas glicoproteinas hidrofobicas (138, 139).

La cascada de sefializacion se inicia por la union de los ligandos Wnt al
complejo de membrana compuesto por los receptores Frizzled (Fz) y LPR5-6 (low
density lipoprotein receptor-related protein 5-6). Pudiendo activarse, al menos, tres
vias diferentes de sefalizaciéon: La via candnica o dependiente de B-Catenina
(Wnt/p-Catenina) y las no canonicas, independientes de B-Catenina, como la via de
polaridad celular planar (Wnt/PCP) o la dependiente de calcio (Wnt/Ca™?) (Fig. 4)
(137).

La ruta candnica o Wnt/f-Catenina es la mas conocida. Como resultado de
la formacion del complejo Wnt/Fz/LPR5-6 en la superficie celular, la proteina
citoplasmatica dishevelled (Dvl) se activa por fosforilacion y desestabiliza el
complejo constituido por APC (adenomatous polyposis coli), Axina y GSK3f
(glycogen syntase kinase 3f) evitando la degradacion de la B-Catenina. El aumento
de la concentracion citos6lica de P-catenina facilita que ésta sea translocada al
ntcleo, donde actiia como un co-activador, uniéndose a los factores de transcripcion
LEF/TCF (lymphoid enhancer-binding factor/ T-cell factor) que activan la expresion
de genes dependientes de Wnt.
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La B-Catenina posee una funcion doble en la célula. Por un lado, participa
en el complejo de adhesion célula-célula y mantiene la polaridad celular por su
unién a la E-Caderina, y por otro, actia como un factor de transcripcion, regulado
por la sefializacion Wnt. En ausencia de ligandos Wnt, los niveles citosélicos de -
Catenina son minimos. Existe un equilibrio entre su uniéon con los complejos de
adhesion celular y con el complejo de destruccion, APC/axina/GSKfB3. La B-
Catenina tras ser fosforilada por GSK3f es reconocida y degradada por la via del
proteosoma (137).

Las rutas no candnicas Wnt/PCP 'y Wnt/Ca’" son menos conocidas. La via
de polaridad celular planar reorganiza del citoesqueleto y regula la movilidad y
adhesion celular, a través de la proteina Dvl que es capaz de activar las GTPasas
Rho (Ras homologue), Rac (Ras-related C) y Cdc42 (Cell division control protein
42), y otras rutas de sefializacion como JNKSs (c-Jun N-terminal kinases)(140-142).

Algunos ligandos Wnt son capaces de unirse solo a los receptores Fz e
incrementar los niveles de calcio intracelular, activando a su vez, diferentes
proteinas como PKC (protein kinase C), CamKIl (Calcium/calmoduli-regulated
kinase II) y NFAT (nuclear factor associated with T cells). No se conoce el resto de
la cascada de sefializacion dependiente de calcio, ni su funcion bioldgica en la célula
(142-144). Se ha demostrado que algunos ligandos Wnt son capaces también de
unirse directamente a receptores Ror2 (receptor tyrosine kinase-like orphan receptor
2) (145, 146). Parece que ambas cascadas, la dependiente de calcio y la dependiente
de receptores Ror2, son capaces de antagonizar la sefializacion Wnt/B-Catenina, pero
no se sabe a qué nivel ocurre esta interaccion (142-145).

La ruta Wnt esta regulada negativamente por distintas proteinas solubles
que actuan como antagonistas de la cascada de sefializacion. Estos inhibidores
pueden ser divididos en dos grupos dependiendo de su funcién. Un primer grupo lo
constituyen la familia SFRP (Secreted Frizzled related protein), WIF1 (Wnt
inhibitory factor-1) y Cerberus que se unen a las moléculas Wnt o bien a los
receptores Fz e impiden la formacion de un complejo ligando-receptor funcional. De
esta manera son capaces de bloquear la via Wnt tanto en su forma candnica como no

canoénica. El segundo grupo, de inhibidores Wnt, esta compuesto por miembros de la
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familia DKK (Dickkopf). Estos se unen a los receptores LRP5/6, favorecen su
endocitosis, alteran su capacidad de formar dimeros con los Fz y asi, la ruta
canonica se ve especificamente alterada (147).

Se han identificado numerosos genes diana de la ruta Wnt, algunos
especificos del tipo celular y otros, miembros de la propia via de sefializacion (ver

Wnt homepage: www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html) (148).

4.2 Alteracion de los miembros Wnt: B-Catenina, APC y E-Cadherina

La proteina p-Catenina es uno de los miembros principales de la ruta Wnt.
Estd codificada por el gen CTNNBI, localizado en el cromosoma 3p2l. Las
mutaciones de este gen evitan que la proteina pueda ser fosforilada por GSK3p. Asi
se desestabiliza el equilibrio que existe entre su degradacion, su union a los
complejos de adhesion celular y su papel como co-activador de la transcripcion.
Como resultado, aumenta su nivel en el citoplasma y pasa al niicleo donde mantiene
constitutivamente activa la transcripcion de los genes diana Wnt (149). Algunos de
los genes que se ven sobre-expresados por esta anormal activacion son CD1 (cyclin
D1), c-myc y MMP7 (matrix metalloproteinase-7)(150-153).

Entre un 14-44% de los CE endometrioides tienen una f-Catenina alterada
debido a mutaciones en el exon 3 del gen, las mutaciones fuera de este exén son
infrecuentes (151, 154-157). Suelen ser tumores con estadio inicial y buen
pronostico. A menudo, en los tumores colorectales, esta alteracion esta asociada con
el estado MSI, sin embargo en los CE endometrioides no existe esta relacion (158).
En este caso, las alteraciones en la f-Catenina, el MSI y el estado mutacional de
PTEN y KRAS parecen formar parte de rutas independientes (151).

En nuestra serie de CE la frecuencia mutacional del exon 3 de la f-Catenina
(17%) esta dentro del rango descrito en la literatura (15-20%)(151, 154, 158-160).
Todas las mutaciones encontradas afectan a residuos diana de fosforilacion, lo que
indica que la proteina alterada es resistente a la degradacion. Ademads, no se observa
asociacion entre la alteracion genética de la B-Catenina y el estado MSI o las
mutaciones del gen PTEN. Esto sugiere que estas alteraciones pueden ser

conjuntamente seleccionadas y contribuir en la carcinogénesis endometrial. Los
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tumores con mutaciones en B-Catenina en general, son de buen prondstico, con
histologia endometriode y diferenciados (grado 1) (68). Aproximadamente el 25%
de los CE tienen una alta actividad del complejo f-Catenina/TCF/LEF en ausencia
de mutaciones en B-Catenina, lo que hace suponer que otros miembros de la ruta
Wnt deben estar implicados en el proceso tumoral (154).

A diferencia de lo que ocurre en tumores de colon, las mutaciones en otros
miembros de esta cascada de sefalizacion, como APC son infrecuentes en CE. Pero
si se han encontrado otras alteraciones como, LOH (5g21) en aproximadamente el
25% o hipermetilacion del promotor del gen APC en el 22-47% de los casos, aunque
su asociacion con una acumulacion de la B-Catenina en el nticleo no ha podido ser
demostrada (160-163). La alteracion epigenética de APC ocurre temprano en el
proceso carcinogénico pues se ha observado en hiperplasias endometriales (163).
Ademas, es frecuente en tumores endometrioides y con MSI, fenomeno que se
observa también en nuestra serie de CE, donde la frecuencia de metilacion del APC
es de un 35% (ver anexo I) (160, 163).

La molécula de adhesion E-Cadherina esta codificada por el gen supresor
de tumores CDHI1, localizado en el cromosoma 16q22.1. En CE y otras neoplasias,
la pérdida parcial o completa de esta proteina se asocia con una menor
diferenciacion tumoral y mayor capacidad de invasion y metastasis (162, 164-166).
La disminucion de la expresion es mas frecuente en tumores con una histologia no
endometrioide y en aquellos endometrioides de mayor grado y estadio (165-167).

Se han descrito mutaciones de este gen en un pequefio nimero de CE (168).
Un porcentaje mayor de tumores presentan LOH de la region 16q (34-40%), que se
asocia con una diferenciacién menor, un tipo histolégico no endometrioide y con un
peor prondstico. Esta alteracion genética no se ha observado en hiperplasias
endometriales lo que supone que podria no estar implicada en la tumorigenesis pero
si en la progresiéon de los CE (165, 169). Entre un 14-44% de los tumores de
endometrio muestran hipermetilacién del promotor de CDHI1. Su aparicién estd
relacionada con la adquisicion de la capacidad invasiva del tumor. Aunque existen
datos contradictorios, este mecanismo parece estar relacionado también, con la

disminucién de los niveles de E-Cadherina en los CE mas agresivos (161, 162, 165,
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El cancer de endometrio es el tumor ginecoldgico pélvico mas frecuente en
los paises desarrollados. Generalmente se diagnostica en estadios iniciales, pero a
pesar de su buen pronoéstico, aproximadamente el 20% de las pacientes mueren a

causa de la enfermedad.

El prondstico y tratamiento actual del cancer de endometrio se fundamenta
en el uso de variables clinico-patoldgicas, tales como el grado histologico,
infiltracion miometrial, tipo histologico, etc. Junto a estas, se han descrito nuevas
variables moleculares implicadas en la tumorigenesis y en la progresion de este tipo
tumoral. Su uso en la préctica clinica podria ser de gran ayuda para mejorar la

clasificacion de los tumores, el pronoéstico y el tratamiento de las pacientes.

Nuestro grupo, en colaboracion con el Servicio de Patologia y la Unidad de
Ginecologia Oncoldgica del Servicio de Ginecologia y Obstetricia del Complejo
Hospitalario Universitario Materno-Insular, lleva veinte afios desarrollando
proyectos de investigacion encaminados al conocimiento de las alteraciones

moleculares que suceden en el desarrollo y evolucion de esta enfermedad.

A esta iniciativa se uni6 en el aflo 2000 el Laboratorio de Genética y
Epigenética del Cancer, dirigido por el Dr. Manuel Perucho (The Burnham Institute,
La Jolla, CA, USA), descubridor de la inestabilidad microsatélite, de la ruta
mutadora y de su implicacion en diversas neoplasias. A partir de ese momento
nuestras investigaciones se centraron en el estudio de esta anomalia genética, y de

otras relacionadas con ella, en el cancer de endometrio.

Esta Tesis Doctoral pretende dar continuidad a la linea de investigacion
desarrollada por nuestro grupo. Los objetivos planteados han sido estimar la
incidencia, la relacion con las caracteristicas clinico-patologicas y moleculares, y
con la supervivencia de las pacientes, de las siguientes alteraciones genéticas y

epigenéticas:
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1) mutaciones en los tractos repetidos del gen EPHB2 (Capitulo 3).

2) mutaciones en los tractos repetidos de los genes miembros del sistema de
reparacion de roturas de la doble cadena de ADN (Capitulo 4).

3) metilacion del promotor de los genes EPHB2 y EPHB4 (Capitulo 5).
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4) metilacion del promotor de los genes SFRPs (Capitulo 6).

5) metilacion del promotor del gen PITX2 (Capitulo 7).

De esta manera hemos querido profundizar en el conocimiento de algunas

variables moleculares posiblemente asociadas al desarrollo y progresion del cancer

de endometrio.
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Resumen

En el epitelio intestinal, la familia de receptores EPH, con actividad tirosin-
quinasa, regula la adhesion y la migracion celular. Recientemente se ha demostrado
que la inactivacion del gen EPHB2 acelera la formacion de tumores colorrectales.
Un 41% de ellos, con inestabilidad de microsatélites (MSI), presentan mutaciones en
el tracto repetido A9 del exdén 17, provocando un cambio en la pauta de lectura que
da lugar a la inactivacion del EPHB2. En este estudio hemos analizado la longitud
del tracto A9, en tumores extracolonicos con MSI. El 39% (25/64) de los tumores
gastricos y el 14% (8/56) de los carcinomas de endometrio (CE) presentan este tipo
de alteracion. La introducciéon de los resultados obtenidos en nuestro modelo
matematico de regresion, identifica al EPHB2 como un gen diana, que sufre
mutaciones en el tracto A9 solo en los canceres gastricos pero no en los de
endometrio con MSI. Estos resultados sugieren que el receptor EPHB2 desempeiia
un papel funcional en la progresion de los tumores gastricos y ademas pone de
manifiesto las diferencias que existen entre los tumores MSI, gastricos y de

endometrio.
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Alta incidencia de mutaciones del gen EPHB2 en tumores gastricos pero no en

los de endometrio con inestabilidad de microsatélites

EPHB2 es un miembro de la familia de receptores con actividad tirosin-
quinasa (RTK). Recientemente se ha descrito como un gen supresor de tumores,
especialmente en cancer colorrectal (4, 5). Junto con otros miembros EPH y sus
ligandos las efrinas (EFN) regulan numerosos procesos en el desarrollo del sistema
nervioso y del sistema cardiovascular (6, 7). En varios tipos celulares, como las
neuronas, las células endoteliales y los enterocitos, la interaccion entre los receptores
EPH y sus ligandos, desempefian diversos procesos a nivel celular, controlando la
organizacion del citoesqueleto, la migracion celular y la adherencia al sustrato (8-
10).

En ratones transgénicos APC”" con cancer colorrectal, la inactivacion del
gen EPHB2 parece acelerar el proceso tumoral iniciado por mutaciones en el gen
APC. A su vez, éstos presentan menores niveles de expresion del EPHB2 en
comparacion con el epitelio normal y las lesiones premalignas (5, 11). Se ha descrito
recientemente que el 41% de los tumores colorrectales con MSI adquieren
mutaciones somaticas en el tracto A9 del exén 17 del EPHB2(4).

El MSI ocurre en el 10-20% de los tumores gastrointestinales y de
endometrio. Este fendmeno de inestabilidad, se origina como resultado del mal
funcionamiento de los sistemas de reparacion del ADN, y da como resultado la
acumulaciéon de errores, tanto deleciones como inserciones, en los tractos
microsatélites, secuencias repetidas de mononucledtidos, di-nucledtidos y
trinucledtidos del genoma. La inactivacion de genes importantes, por la acumulacion
de errores en estos tractos repetidos, contribuye sin duda al desarrollo de
determinados tumores. En cancer gastrointestinal y endometrial, las mutaciones de
algunos genes con tractos microsatélites, como TAF1B y BAX, se producen con alta
frecuencia. En cambio otros, como TGFBR2, muestran diferencias significativas en
funcion del tipo tumoral (2, 12). Las diferentes frecuencias de mutacion de los genes

diana del MSI que se observan entre tumores, pone de manifiesto la existencia de
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distintas vias oncogénicas dependiendo del érgano en el que se desarrolle el tumor
(12).

En un panel de 64 tumores gastricos y 56 CE con MSI se determiné la
longitud del tracto A9 del EPHB2 (NM_017449) mediante PCR y posterior analisis
de fragmentos (SSCP y electroforesis capilar en un ABI 3100). Los resultados
obtenidos, fueron confirmados mediante secuenciacion. (Ver Anexo I, Tabla 1).

El139,1% (25/64) de los tumores gastricos con MSI presentaron mutaciones
en el tracto A9 del EPHB2 (Tabla 1 y Fig. 1). Estas no se asociaron con otros
factores clinico-patologicos como la edad, el sexo, el grado de diferenciacion, la

localizacion (proximal, media y distal) y el estadio (TNM).

Tabla 1. Frecuencia de mutacion en el tracto A9 del gen EPHB2 en
diferentes tipos de tumores con MSI

Tumor n°®casos n°mutaciones % Referencia
Colon 246 101 41,1 Alazzouzi y col (2005)*
Gastrico 64 81 39,1
Endometrio 56 52 14,3

a) Gastrico; EPHB2 WT b) Gastrico; EPHB2 M
T T TYTT TR C T T T T TTETNCC
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Figura 1. Mutaciones del EPHB2 en tumores géstricos y de endometrio con
MSI. Los paneles (a) y (b) muestran un ejemplo representativo de
secuenciacion, mediante electroforesis capilar, donde se muestra claramente el
cambio producido en el tumor. Los paneles (c) y (d) representan las
diferencias de longitud del tracto A9 de los CE con el tipo salvaje (WT) y
mutante (M) respectivamente, determinados mediante analisis de fragmentos
(rojo: tumor; azul: control, negro: marcador interno). Las flechas indican
deleciones (A9 a AS8). El estado de MSI de estos tumores se caracterizd
mediante el analisis de los marcadores descritos previamente (1-3).

64



La expresion del EPHB2 estd regulada por el complejo f-
Catenina/TCF/LEF, una ruta que controla la proliferacion y diferenciacion del
epitelio gastrointestinal (8). La mucosa sana presenta altos niveles de expresion del
EPHB2 (13). Su actividad inhibe la formacion de tumores gastrointestinales, pero su
inactivacion confiere una ventaja proliferativa a las células tumorales (5, 11).
Previamente se ha demostrado que el 41% de los tumores colorrectales con MSI
tienen mutaciones en el tracto A9 (Tabla 1) (4). Aunque las células epiteliales
normales del estdmago expresan altos niveles de EPHB2, mas del 85% de los
tumores gastricos muestran una reducciéon o pierden la expresion del gen. Esto
sugiere que su inactivacion, en el estomago, debe contribuir a la formaciéon y
progresion de este tipo tumoral (13).

Para el andlisis de los resultados, hemos incluido la frecuencia de
mutaciones del tracto A9 del EPHB2, en un modelo de regresiéon que cuenta con la
frecuencia mutacional de 1700 tractos repetitivos en regiones codificantes y no
codificantes de mas de 300 genes (2). Los resultados demuestran que la frecuencia
de mutacion observada para el EPHB2, en tumores gastricos con MSI, es muy
superior a lo que se podria esperar por azar (Fig. 2a). Esto sugiere que las
mutaciones son clonalmente seleccionadas y confieren a las células tumorales una
ventaja proliferativa.

La frecuencia de mutaciones del tracto A9 en los CE con MSI fue un 14,3%
(8/56) (Tabla 1 y Fig. lc-d). No se encontré asociacion entre las mutaciones de
EPHB2 y otras variables clinico-patologicas como la edad, el grado, la invasion
miometrial y el tipo histologico (endometrioide o no endometrioide). Dado que la
frecuencia de mutaciones en estos tumores es considerablemente mas baja (2, 14), se
dificulta la comparacion de las frecuencias entre tumores gastrointestinales y de
endometrio, (Figura 2). El modelo de regresion utilizado reveld que la incidencia de
mutaciones observadas en los CE no son significativamente superiores a la
frecuencias de mutaciones esperadas por azar (Figura 2b). Esto sugiere que las
mutaciones del EPHB2 no otorgan una ventaja de crecimiento a las células
tumorales del endometrio, sino que mas bien se acumulan como resultado de un

proceso estocastico no selectivo. Sin embargo, son necesarios analisis funcionales
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para confirmar el papel oncogénico del EPHB2, tanto en los tumores gastricos como
en los de endometrio.

En conclusion, en este estudio mostramos que las mutaciones del tracto A9
del EPHB2 son mas frecuentes en los tumores gastricos (39,1%), que en los CE con
MSI (14,3%). Estos resultados sugieren que el EPHB2 es un gen supresor de
tumores tanto en tumores gastricos como colorrectales, y pone de manifiesto la

existencia de diferentes vias oncogénicas entre los tumores gastrointestinales y de

endometrio.
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Figura 2. Frecuencia mutacional del tracto A9 del EPHB2 en tumores gastricos (a) y
endometriales (b) con MSI. El modelo de regresion, incluye la frecuencia mutacional de mas
de 1.700 tractos repetidos presentes en regiones codificantes y no codificantes de mas de 300
genes (10). El eje X representa la longitud del tracto repetido, y el Y muestra la frecuencia de
mutacion para cada uno de ellos. La linea continua, representa la media de las mutaciones.
Las dos lineas de puntos delimitan el area de prediccion del modelo. Los genes, cuya
frecuencia de mutacion se encuentren fuera de las dos lineas de prediccion, nos indican que
estas no son debidas al azar y son seleccionadas positiva o negativamente durante la
tumorigénesis. Asi pues, para el cancer gastrico con MSI (a), la frecuencia de mutacion del
tracto A9 del EPHB2 esta por encima de la linea superior que delimita el area de prediccion.
Por el contrario, esto no sucede en el CE con MSI (b). El modelo sugiere que las mutaciones
del EPHB2 en los tumores gastricos confieren a las células del tumor una ventaja de
crecimiento. El analisis estadistico se realizo mediante el uso del R software environment
v2.1.1.
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Resumen

La reparacién de las roturas de doble cadena (DSB) del ADN es un
mecanismo fundamental en el mantenimiento de la estabilidad gendmica. En cancer
de colon, muchos de sus componentes se encuentran mutados, especialmente en
aquellos tumores con inestabilidad de microsatélites (MSI). Hemos investigado si
este fenomeno también esta implicado en el cancer de endometrio (CE) con MSI. En
41 muestras de CE con MSI, se ha analizado la longitud de los tractos repetidos de
mononucledtidos de 14 genes, miembros del sistema de reparacion de DSB, entre
ellos MCPH1/ BRIT1 (microcephalin-1) nunca estudiada como diana de MSI en
cancer. Los genes con una mayor frecuencia mutacional fueron DNAPKcs (n=14,
34%), seguido por RAD50 (n=7, 17%), MRE11, ATR y BRCA1 (n=6, 15%), y por
CtIP y MCPH1 (n=5, 12%). Las mutaciones bialélicas son infrecuentes, existe una
alta proporcion de tumores (n=30, 73%) con mutaciones en algin miembro del
sistema de reparacion de DSB y casi la mitad de ellos mostraron alteraciones en dos
o mas genes. La presencia de dos o mas genes mutados se asocio significativamente
con un alto grado (p=0,03) e invasion vascular (p=0,02) y marginalmente con un
estadio avanzado (p=0,07) de los tumores. En CE, los genes implicados en el
sistema de reparaciéon de DSB son dianas mutacionales relativamente frecuentes de
MSI, lo que podria contribuir a la progresion tumoral. Ademas nuestros datos

indican que el gen MCHP1 es una nueva diana de MSI.
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Introduccion

La inestabilidad de microsatélite (MSI) es el fenotipo de los tumores que
presentan deficiencias en los sistemas de reparacion del apareamiento incorrecto de
bases del ADN (MMR). Estas deficiencias hacen que se acumulen cientos de miles
de mutaciones causadas por inserciones o deleciones que afectan a los tractos
repetidos denominados microsatélites (1). Son importantes aquellas presentes en los
microsatélites localizados en la region codificante de genes implicados en el proceso
tumoral, que controlan la divisién celular, la supervivencia y especialmente, los
encargados de reparar los dafios causados en el ADN (1, 2). El MSI es una
caracteristica comun de la mayoria de los tumores colorrectales hereditarios no
polipdsicos (HNPCC), y de un subgrupo de tumores esporadicos de colon, gastricos
y de endometrio (2, 3). Esta alteracion genética esta presente en aproximadamente el
20% de los CE, y como en la mayoria de los tumores esporadicos, esta causada por
el silenciamiento epigenético del gen reparador MLH1 (4).

La respuesta al dafio del ADN (DDR) consiste en complejos sistemas de
sefializacion que detectan las lesiones del ADN y promueven la puesta en marcha de
diferentes mecanismos de reparacion, preservando asi la estabilidad del genoma.
Entre los mecanismos de reparacion que forman el sistema de DDR se encuentran
MMR, de roturas de doble cadena (DSB) y de escision de bases (BER), entre otros
(5). Defectos en la capacidad de deteccion y en la reparacion de los dafios aumentan
el riesgo del desarrollo tumoral.

La célula usa dos mecanismos de reparacion de DSB, dependiendo del tipo
de rotura de doble cadena y de la fase del ciclo celular. Asi, para las roturas de doble
cadena que causan extremos no homologos se activa el sistema de union de
extremos no homoélogos (NHEJ), funcional durante todas las fases del ciclo celular.
Para las roturas que causan extremos homoélogos en la fase S 6 G2 del ciclo se
activan los mecanismos para la recombinacion homoéloga (HR) (5).

Los genes que componen el sistema de reparacion de DSB son potenciales
dianas de MSI. En cancer de colon (CC) existe una alta proporcién de tumores con

uno o mas genes, miembros de NEHJ y HR, alterados (6). A pesar de que se han
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descrito mutaciones en algunos de estos genes, no se ha realizado un analisis de
forma exhaustiva en CE con MSI (7-9).

En este trabajo, hemos investigado 14 genes miembros del sistema de
reparacion de DSB como posibles dianas del MSI en CE. Asi como la asociacion
entre las mutaciones y las variables clinico-patologicas. Entre ellos, incluimos al gen
MCPHI1/BRIT1 (Microcephalin-1), como un nuevo gen supresor de tumores que
nunca ha sido estudiado como diana de MSI en céancer.

MCPHI1 se identifico inicialmente como un gen implicado en la
determinacion del tamafio del cerebro. Sin embargo, estudios recientes sugieren que
participa en procesos bioldgicos esenciales como la regulacion de la entrada en
mitosis, el mantenimiento de la estabilidad genoémica y en los mecanismos de
reparacion de DSB (10-12) . Ademas, se ha descrito una disminucion de su

expresion en tumores de ovario, prostata y mama (11).

Material y métodos

Muestras tumorales y clasificacion MSI

Para la realizacion de este estudio, aprobado por el comité ético y tras el
consentimiento informado de las pacientes, usamos 41 muestras de CE con MSI
pertenecientes a nuestra serie tumoral descrita previamente (13).

Para la determinacion y clasificacion de MSI se usaron cinco marcadores de
mononucledtidos quasimonomorficos (BAT25, BAT26, NR21, NR24 y NR27) de
acuerdo con las condiciones y los criterios previamente publicados, con ligeras
modificaciones (14). Usando la secuencias de primers descritas (ver anexo I), se
realizé la amplificacion simultdneamente (pentaplex), mezclando 20ng de ADN,
240nM de cada primer, excepto para BAT26 que fue de 1puM, 200uM de
dinucleotidos trifosfato, 2mM de MgCl,, 1x de buffer Biotaq y 1U de Biotag DNA
polimerasa (Bioline) en un volumen final de reaccion de 25ul. Las condiciones de
amplificacion fueron: un paso inicial a 94°C durante Smin, seguido de 12 ciclos de
30seg a 94°C, 30seg a 72°C y 30seg a una temperatura de anillamiento que decrece

2°C cada tres ciclos (comenzando a 61°C en los tres primeros ciclos y disminuyendo
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a 55°C en los tres ultimos) y 25 ciclos de 30seg a 94°C, 30seg a 72°C y 30seg a 55
°C, seguido de un paso de extension final de 10min a 72°C.

Los productos de PCR se diluyeron 1:50 en agua destilada y 1ul de la
dilucién se mezcld con 9,75ul de formamida y 0,25ul de GeneScan 500 LIZ Size
Standard (Applied Biosystems). La mezcla se desnaturalizo durante Smin a 98°C y
enfrio en hielo. Los fragmentos se separaron mediante electroforesis capilar en un
ABI PRISM 3100 16-capillary genetic analyser (Applied Biosystems) y se analizo
su longitud mediante el uso de Peak Scanner software vi.0 (Applied Biosystems).

Deteccion de mutaciones que alteran la pauta de lectura de los genes del sistema
de reparacion de DSB

Mediante PCR (monoplex) y usando primers especificos, se analizaron las
mutaciones de los tractos microsatélites de 14 genes implicados en los mecanismos
de reparacion de DSB.

En un volumen final de reaccion de 25ul se mezclaron 20ng de ADN,
240nM de cada primer, 200uM de dinucledtidos trifosfato, 2mM de MgCl, , 1x de
buffer Biotaq y 1U de Biotag DNA polimerasa (Bioline). El primer con sentido, de
cada pareja, estd marcado con el fluorocromo 6-FAM. Las condiciones de
amplificacion fueron: 94°C durante Smin, seguido por 35 ciclos de 30seg a 94°C,
30seg a la correspondiente temperatura de hibridacion y 30seg a 72°C, con un ciclo
final de 10min a 72°C. La tabla 1 muestra la secuencia de los primers y las
condiciones de amplificacion para el gen MCPHI.

El andlisis de fragmentos se determind de la misma manera que para los
marcadores de MSI descritos anteriormente. Para la identificacion de las inserciones
o deleciones, se compard el patron de picos de las muestras tumorales con el de
muestras control, que no presentaban alteracion en los tractos analizados. La figura 1
muestra el patroén de picos de diferentes tractos microsatélites del gen MCPH1 en el

tumor comparado con el control.
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Analisis estadistico

La relacion entre la frecuencia mutacional y las variables clinico-
patologicas se llevd a cabo usando los test no paramétricos x> y Fisher. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando los niveles de
significacion bilateral eran p<0,05. Los analisis se realizaron utilizando el paquete

estadistico GraphPad Prism v5.

Tabla 1. Detalles de las condiciones de PCR para el analisis de los tractos repetidos
del gen MCPHI1

Tracto repetido Tamafio del producto

1 3k
Primers (ex6n) de PCR (pb)
< F: 5"TAT ACAGAT GCAGGACAGCT G-3'
e A9 (4) 127
E R: 5-TGCCATTATCTACATTGAAAT C-3'
a.
3 F: 5"AAAT GT AT GCAGCCCAAAGA-3'
A6 (5) 153

R: 5-GGACACAAAT GCAAAGAACT G-3'

F: 5-TCT AAGAAGGAGAGAACAAGC-3' AT (8) 10

R: 5-GACT GGAGAT GGT TTTTGCT G-3'

Abreviaturas: F: con sentido, R: sin sentido, pb: pares de bases
*Temperatura de anillamiento: 61°C

100 10 120 130 140 150

(a) A, A, Ay #266

109 pb
108 pb

'

(b) #2450

57
1261, 127pb

(c) 152 pb #2122

Figura 1. Ejemplo de tumores con mutaciones, que alteran la pauta de lectura, en los
tractos repetidos de la region codificante del gen MCPHI1. Las flechas indican las
deleciones de un monomucleétido en los tractos a) A7, b) A9, ¢) A6 localizados en
los exones 8, 4 y 5, respectivamente. En rojo: tumor, en azul: control, en naranja:

marcador de peso molecular, pb: pares de bases. Se indica el codigo de referencia de
la muestra tumoral.
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Resultados

La incidencia de mutaciones en los tractos microsatélites de los genes
implicados en la reparacion de DSB se muestra en la figura 2. Los genes con una
mayor frecuencia de mutaciones fueron el DNAPKcs (también conocido como
PRKDC), con un 34% (14/41), 17% para RAD50, 15% para MRE11, ATR y
BRCA1 y 12% para CtIP (RBBP8) y MCPHI1. El resto de los genes (CHKI,
XRCC2, WRN, TOPBP1, CDC25C, BLM y BRCA?2) presentaron una frecuencia
mutacional menor al 7%.

Respecto a las alteraciones del tracto T11 del gen MRE11, localizado en
una region no codificante, sdlo se tuvieron en cuenta aquellas que afectan de manera
significativa a la expresion de la proteina (ver discusion). En cuanto a las
mutaciones encontradas en el gen MCPHI, dos tumores presentaron deleciones
simultaneas de un nucledtido, en el tracto A9 del exdén 4 y en el tracto A6 del exon
5. Otros dos tumores presentaron deleciones en el tracto A7 del exén 8 (Fig. 1).
Este gen también se analizo en 62 muestras de CE con estabilidad de microsatélites
(MSS) y no se encontraron mutaciones en los microsatélites analizados (datos no
mostrados).

El 71% de los tumores (29/41) presentaron alterado alguno de los tractos
microsatélites de los genes de reparacion de DSB analizados. Casi la mitad de ellos
(48%, 14/29) presentaron alteraciones en dos o mas componentes del sistema. De los
29 tumores con mutaciones, los miembros de los mecanismos de reparacion de
NHEJ y HR se encontraron mutados en 14 (48%) y 24 (83%) de los tumores,
respectivamente.

De acuerdo con las caracteristicas clinico-patologicas de las pacientes, la
presencia de mutaciones en dos o mas genes de reparacion de DSB se asocid
significativamente con un alto grado (p=0,03) e invasion vascular (p=0,02) y

marginalmente con un estadio avanzado (p=0,07) de los tumores (Tabla 2).
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Figura 2. Mutaciones que alteran la pauta de lectura en los tractos de

mononucleodtidos de los genes que reparan las DSB en tumores de endometrio con

MSI. En negro: mutacién; en blanco: sin mutacién; en gris: mutaciones con un

pequeiio o desconocido efecto en la expresion de la proteina. -1, delecion de 1pb;

-2, delecion de 2pb; +1, insercion de 1pb; +2, insercion de 2pb. Los casos con
deleciones en homocigosis (-1/-1) no se pueden distinguir de los casos con

mutaciones en hemicigosis y LOH en el otro alelo.



Discusion

Un nimero importante de los tumores de nuestra serie presentaron
mutaciones en DNAPKcs. La frecuencia mutacional (34%) fue significativamente
mayor en comparacion con otras series de CE con MSI (13%, 7/54, p=0,02) (7, 15).
Del mismo modo, la tasa de alteraciones detectadas en RADS50 (17%) fue
significativamente superior a la descrita para CE con MSI (2,4%, 1/42, p <0,01) (7).
Finalmente, el 15% de los tumores presentan BRCA1 mutado, esta frecuencia
contrasta con la ausencia de mutaciones encontrada en otras series de CE con MSI
referidas en la literatura (8, 16, 17). Estas discrepancias podrian deberse al bajo
nimero de casos analizados y a los falsos negativos, debidos a la falta de
sensibilidad de los métodos de deteccion. Los genes TOPBP1 y XRCC2 no han sido
estudiados anteriormente en CE, pero si en CC, donde la tasa de mutacion observada
es muy baja igual que en nuestra serie de CE (6).

Se sabe que no todas las mutaciones presentes en el tracto no codificante
T11 del gen MREI11 tienen un impacto funcional. Las deleciones monoalélicas de
dos o mas nucleétidos, reducen drasticamente la cantidad de la proteina MREI11,
mientras que las deleciones de un nucledtido provocan solo una ligera o nula
reduccion en los niveles de expresion de la proteina (18-20). Las deleciones
bialélicas de una base también se han asociado a una pérdida de expresion de la
proteina, tanto en tumores como en lineas celulares (19-22). Por lo tanto, s6lo
consideramos las mutaciones bialélicas y las deleciones de dos o mas nucledtidos
(Fig. 1).

Hasta la fecha, no se habian analizado ningun tracto microsatélite
localizado en las regiones codificantes del gen MCPHI1 en tumores MSI. En este
estudio, el 12% de los tumores presentaron deleciones en los tractos repetidos
analizados de este gen. Dos tumores presentaron deleciones de un nucleétido en el
tracto A9 del ex6n 4 y otra en el tracto A6 del exon 5. En ambos casos, estas
mutaciones generan una proteina truncada, presumiblemente no funcional, de 145
aminoacidos. La insercion de una A en el tracto A6 en el exén 5 se asocia al
sindrome de microcefalia primaria o también conocido como PCC (postnatal short

stature and premature chromosome condensation) descrito por primera vez en dos
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hermanos con esta alteracion en linea germinal. Esta mutacion cambia la pauta de
lectura generando una proteina truncada de 146 aminoécidos, solo con el dominio
BCRT del extremo N-terminal (23). Dos tumores mas de nuestra serie presentaron
deleciones de un solo nucleotido en el tracto A7 del exon 8 que da lugar también, a
una proteina truncada de 499 aminoacidos sin los dos dominios BCRT del extremo
C-terminal, importantes para su correcto funcionamiento en DDR (24). En cancer de
mama, debido a la delecion de 38 bases en el exon 10, se ha encontrado esta proteina
truncada, no funcional, sin estos dos dominios BCRT C-terminales (11). Teniendo
en cuenta que las mutaciones en el gen MPCHI1 solo las observamos en tumores con
MSI y no en aquellos MSS, proponemos que este gen sea considerado un gen diana
de MSI en CE.

De acuerdo con las caracteristicas de los tumores MSI, la mayoria de las
mutaciones que se observan son monoalélicas (25). Sabemos que las mutaciones
heterocigéticas de algunos genes que reparan DSB afectan dramaticamente al
funcionamiento de este sistema de reparacion, en células (21, 26, 27). Un ejemplo es
DNAPKCcs, que juegan un papel central en los mecanismos de reparacion de NHEJ a
través del reclutamiento y activacion de las enzimas de procesamiento final, como
son las ADN polimerasas y ligasas (28). Un subclon de la linea celular HCT-8,
portadora de una delecion heterocigota en el tracto A10 del exén 5, tiene una alta
sensibilidad al tratamiento combinado con bleomicina (inhibidor enzimatico),
comparandola con la linea celular original. Esto sugiere que la inactivacion de uno
de los dos alelos del gen es suficiente para que se pierda la actividad del sistema de
reparacion de DSB en las células (21).

El sistema de reparacion de HR también parece sensible a la
haploinsuficiencia. Se ha demostrado que las alteraciones heterocigéticas de algunos
de sus miembros, como los genes ATR, RPA1 o RFC2, provocan pérdida de la
capacidad de responder al dafio del ADN (26, 27). Las mutaciones monoalélicas del
gen ATR, en el tracto A10 del exén 10, estan asociadas con un peor pronostico en
los CE con histologia endometrioide y MSI (9). Por tanto, sugerimos que estos

tumores con haploinsuficiencia en alguno de los componentes que forman parte de
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los mecanismos de reparacion de DSB pueden adquirir algtn tipo de ventaja que les
permita una mayor supervivencia.

Cabe preguntarse si las mutaciones de genes que muestran una baja
frecuencia mutacional realmente contribuyen a la reduccion de la eficiencia de los
mecanismos de reparacion de DSB. De acuerdo con el modelo de Ia
haploinsuficiencia propuesto para los tumores MSI, las alteraciones monoalélicas de
varios genes cuyos productos participan en la misma ruta de sefializacion, podrian
dar lugar a una anormal actividad de la misma (25, 29). En nuestra serie, casi la
mitad de los tumores mostraron alguna alteracion en mas de un miembro del sistema
de reparacion de DSB. Ademads, aquellos con dos o mas genes alterados mostraron
un comportamiento diferente, se asociaron con un alto grado e invasion vascular y
mostraron una tendencia con estadios avanzados. Sin embargo, esta relacion entre la
alteracion simultanea de dos o mas genes y las variables clinico-patologicas, no se
modifico cuando se descartaron del analisis los genes con una frecuencia mutacional
menor al 8%, punto de corte recomendado por algunos autores para el CE con MSI
.

Las deficiencias en los mecanismos de reparacion de DSB juegan un papel
importante en el tratamiento del cdncer. Su estado puede afectar a la respuesta al
tratamiento de quimioterapia y radioterapia. Estudios in vitro demuestran que las
mutaciones en los genes que componen el sistema de reparacion de DSB
sensibilizan a la célula frente a agentes usados en quimioterapia, incluidos los que
generan DSB en el ADN (21, 22, 30). Por otro lado, hemos observado que la
presencia de MSI predice una peor respuesta a la radioterapia en pacientes con
estadios iniciales de CE endometrioide, como ocurre también en pacientes con CC
(31, 32). En los carcinomas escamosos de cabeza y cuello, son frecuentes las
deleciones en el cromosoma 11q, que implican la pérdida de tres genes importantes
para la reparacion de DSB (MREI11, ATM y H2AFX) esto se asocia con la
sensibilidad a la radioterapia (33).

Independientemente de su funcién en el sistema MMR, el gen MLHI
también participa en los mecanismos de reparacion del ADN que implican

recombinacion genética. Concretamente, MLH1 evita que se acumulen errores en
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los procesos de HR. En este sentido, la ausencia de este gen, ademas de generar
defectos en el sistema MMR aumentando asi, la probabilidad de desarrollar MSI,
influye en la eficiencia del sistema de reparacion de DSB (34, 35).

En resumen, nuestros resultados sugieren que las alteraciones de los tractos
microsatélites, presentes en los genes implicados en la reparacion de DSB, son
dianas directas de MSI en CE, y que la acumulacion de alteraciones monoalélicas en
varios genes de este sistema de reparacion podria contribuir a una peor evolucion

clinica de la enfermedad.

Tabla 2. Relacion entre las caracteristicas clinico-patologicas y
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S
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o

los tumores con >2 genes del sistema de reparacion de DSB

n°de genes mutados

Caracteristicas N
0-1 >2 (%)  P-valor’
Edad de diagnostico”
<67 20 13 7 (35) 1,000
>67 21 14 7 (33)
Estadio
1 22 17 5(23)
11 10 6 4 (40) 0,070
111 9 4 5 (56)
Grado
1 14 12 2 (14)
2 12 8 4 (33) 0,030
3 15 7 8 (53)
Inf. Miometrial
9 30 21 9 (30
<50% (30) 0.460
>50% 11 6 5 (45)
Inv. Vascular
25 20 5(20
No @0 4,020
Si 16 7 9 (56)

*Mediana= 67 afios, T Test y? o Fisher.
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Capitulo 5

El silenciamiento epigenético del gen EPHB4 es un posible
marcador prondstico en el cAncer de endometrio
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Resumen

Los receptores EPHB2 y EPHB4 interactuan con sus ligandos las efrinas,
generando una comunicacion entre células que controla la adhesion, la morfologia y
la movilidad celular. Su expresion esta regulada por la ruta Wnt/B-Catenina, alterada
en diferentes tipos tumorales incluido el carcinoma de endometrio (CE). En cancer
de colon, mama y prostata son considerados genes supresores de tumores y su
pérdida de expresion, por alteraciones genéticas y epigenéticas, se asocia con la
carcinogénesis y la progresion tumoral. En este estudio, determinamos si el estado
de metilacion de los promotores de EPHB2 y EPHB4 se relaciona con otras
variables tumorales y con la progresion del CE. La metilacion del promotor de
EPHB?2 se observo solo en uno de los 203 CE analizados. En cambio, el 8% de los
tumores mostraron metilado el promotor del gen EPHB4. Ninguna de las 40
muestras incluidas en el grupo control presento esta alteracion para ambos genes. El
estado metilado de EPHB4 se relaciond positivamente con la edad de las pacientes
(»=0,005) y la metilacion del gen de la E-Cadherina (p=0,005). El analisis
univariante de supervivencia determind que las pacientes con EPHB4 metilado
morian antes a causa del cancer (p=0,003). En conclusion, la metilacion del
promotor de EPHB2 no esta relacionada con la carcinogénesis ni la progresion del
CE. El silenciamiento epigenético del gen EPHB4 si esta presente en este tipo
tumoral, aunque en una frecuencia menor que en tumores de colon. Los CE con
EPHB4 metilado aparecen en pacientes de mayor edad con una peor evolucion

clinica de la enfermedad.
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Introduccion

Los genes EPHB2 y EPHB4 (Erythropoietin-producing human
hepatocellular carcinoma B2 and B4) forman parte de una extensa familia de
receptores transmembrana tirosin-quinasa. Estos se agrupan en dos subclases: EPHA
y EPHB dependiendo de la homologia de sus secuencias y la especificidad en la
union a sus ligandos las efrinas (EFN), ancladas también en la membrana plasmatica
de la célula. Las EFN-A interactian preferiblemente con los receptores EPHA, y las
EFN-B con receptores del tipo EPHB (1, 2). Asi se genera una comunicacion entre
cé¢lulas adyacentes, que en el caso de los receptores EPHB y sus ligandos es
bidireccional (3, 4). Esta interaccién regula la adhesion, la morfologia y la
movilidad celular, la angiogénesis y también la tumorigenesis (5).

En diferentes tipos tumorales, incluido el CE, la ruta de sefializacion celular
Wnt/B-Catenina estd alterada, debido tanto a modificaciones genéticas como
epigenéticas. Esto provoca, en muchos casos, un aumento de la expresion de sus
genes diana (6-8).

La transcripcion de EPHB2 y EPHB4 esta regulada por la ruta Wnt/p-
Catenina (9, 10). Se ha observado un aumento de la expresion de estos genes en
diferentes tipos tumorales como, gastrointestinales, de mama, ovario, vejiga y en CE
(11-17). Sin embargo, EPHB2 y EPHB4 son considerados genes supresores de
tumores en cancer de colon, mama y prostata, pues se ha demostrado que la pérdida
de su expresion esta implicada en la progresion tumoral (9, 18-21). Niveles bajos de
estos receptores se asocian, en colon, con estadios avanzados y con un peor
comportamiento clinico del tumor, y en mama, con tumores de alto grado (9, 18-20).

Los mecanismos que inhiben o reducen la expresion de estos genes no estan
claros. En cancer de colon, gastrico y de prdstata, se han descrito mutaciones
inactivantes y pérdidas de heterocigocidad (LOH) del gen EPHB2 (21-28). Diversos
autores afirman que el silenciamiento, por metilacion del promotor, de EPHB2 y
EPHBA4, es un proceso frecuente en tumores de colon (19, 22, 29).

El objetivo de este trabajo fue determinar el estado de metilacion de los

promotores de los genes EPHB2 y EPHB4 en CE, su relacion con variables clinico-
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patologicas y moleculares de los tumores y su papel en la evolucion de la
enfermedad.

Material y métodos

Las pacientes

Realizamos un estudio retrospectivo en una serie de 203 muestras de CE y
40 de endometrio sano, usado como tejido control (TC), previo consentimiento
informado de las pacientes, que fueron diagnosticadas y tratadas entre octubre de
1990 y junio de 1999, en el Departamento de Obstetricia y Ginecologia del
Complejo Hospitalario Universitario Insular-Materno Infantil de Gran Canaria.

Todas las pacientes fueron sometidas a una laparotomia exploratoria con
histerectomia total, y salpingo-ooforectomia bilateral. Ninguna de ellas recibid
radiacion o quimioterapia preoperatoria. Todas eran de raza blanca (caucasicas), y la
edad media del diagnoéstico fue de 64 afios, con un rango de edades comprendido
entre 29 y 90 afios. Las muestras de TC contenian mayoritariamente tejido epitelial
endometrial en fase proliferativa o secretora, y fueron obtenidas de pacientes
sometidas a una histerectomia por enfermedades ginecoldgicas benignas.

Del total de la serie, el 68% de los tumores fueron diagnosticados en
estadio I, la mayoria de tipo histologico endometrioide (89%), el 74% estaban bien o
moderadamente diferenciados, y el 60% no presentaban ni infiltracion miometrial ni
invasion vascular. El periodo de seguimiento oscil6 entre los 12 y los 190 meses,

con una media de 93,5 meses. De estas, el 22% fallecieron a causa del CE.

Determinacion del estado de metilacion de los genes EPHB2 y EPHB4
Tratamiento con bisulfito sédico
El ADN fue tratado con bisulfito sodico utilizando el Kit comercial
Methylamp™ One-Step DNA Modification Kit (Epigentek Group Inc). Siguiendo
las recomendaciones del fabricante, se inicid el protocolo con una cantidad de 0,5ug
de ADN, siendo el volumen final de elucién de 10ul y la concentracion final

aproximada de 50ng/pl.
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MSP (Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction)

El ADN modificado se usé para estudiar el estado de metilacion de los
promotores de los genes EPHB2 y EPHB4 por MSP, en un termociclador MyCycler
(BioRad) (30).

Las condiciones de amplificacion, ligeramente modificadas, y los primers
fueron los descritos en la literatura (ver anexo I, Tabla 3) (19, 22). Cada reaccion
contenia 50ng de ADN gendémico modificado, 1x de GeneAmp PCR Gold Buffer y
una unidad de AmpliTag Gold polimerase (Applied Biosystems), 200uM de
dinucleotidos trifosfato (ANTPs), 2mM de MgCl, y 400nM de cada primer, en un
volumen final de reaccion de 25pl.

En cada carrera se emple6 el kit EpiTect PCR Control DNA Set (QIAGEN)
que contenia: ADN humano metilado y no metilado, ambos tratados con bisulfito
sodico, como control positivo (C+) y negativo (C-), respectivamente. También,
ADN humano sin modificar (NT) usado como control del tratamiento con bisulfito
sodico y una reaccion sin ADN, como control de la contaminaciéon (H,O). Los
productos de MSP se corrieron en un gel de agarosa al 2% durante 45min a 100
voltios. Posteriormente se observaron y fotografiaron en un transiluminador con luz

ultravioleta (ChemiDoc XRS+, BioRad).

Analisis estadistico

La relacion entre el estado de metilacion y las variables clinico-patologicas
y moleculares se llevé a cabo usando los test ¥ y Fisher (dependiendo del tamario de
la muestra) para aquellas variables categoéricas y el test de #-Student para la edad,
variable continua con una distribucion normal. El tiempo transcurrido desde la
cirugia hasta la fecha de la muerte, fue definido como la supervivencia especifica del
cancer. Las curvas de supervivencia se construyeron usando el método de Kaplan
Meier y comparadas con el test Log-rank. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando los niveles de significacion bilateral eran
p<0,05. Todos los analisis se realizaron con el paquete estadistico SPSS version

15.0 para Windows (SPSS Inc. Chicago).
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Resultados

La metilacion del gen EPHB2 sélo se observo en una muestra de CE. En
cambio, el 8% (16/202) de los tumores mostraron metilado el promotor del gen
EPHBA4 (Fig. 1). Ninguna de las 40 muestras incluidas en el grupo control presentd
esta alteracion para ambos genes.

El estado metilado de EPHB4 se relaciond con pacientes de mas edad
(p=0,005), pero no con otras variables clinico-patologicas como el estadio, el grado,
la infiltraciéon miometrial, la invasion vascular o el tipo histologico. Los tumores con
EPHB4 metilado mostraban frecuentemente metilacion del gen de la E-Cadherina
(»=0,005). Ninguna otra variable molecular, como la inestabilidad microsatélite
(MSI) , la ploidia o la alteracion genética y epigenética de otros miembros de la ruta
Whnt (B-Catenina y APC) se relacionaron con esta alteracion (Tabla 1).

El andlisis de supervivencia, visualizado mediante las curvas de Kaplan
Meier, mostr6 que los tumores con el EPHB4 metilado tenian un peor

comportamiento clinico, las pacientes morian antes a causa de la enfermedad
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(»p=0,003) (Fig. 2). El bajo niimero de eventos (n=16) no nos permiti6 realizar un

analisis multivariante robusto.

EPHB2

2298 2350 2351 2356 2358 2368 2386 2387 2383 2391 2393 2394 C+ C- NT H,0O MW

200 pb
(123pb) U 100 pb
200 pb

(121pb) M 100 pb

EPHB4

266 294 518 738 744 835 863 1000 1001 1128 1346 1357 1389 1398 1401 C+ C- NT H,O0 MW

300 pb

150 pb
300 pb

218pb) U

218pb) M

150 pb

ot t

Figura 1. Resultados representativos del estado de metilacion de los promotores de
los genes EPHB2 y EPHB4 en tumores de endometrio. U: ADN amplificado no
metilado; M: ADN amplificado metilado; C+: control positivo para metilacion; C-:
control negativo para metilacion; NT: ADN control no tratado con bisulfito sédico;
H,O: control de la MSP; MW: marcador de peso molecular; pb: pares de bases. Las
flechas indican los tumores metilados. Se muestra el cédigo de referencia de las
muestras tumorales.
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Tabla 1. Relacion entre las caracteristicas clinico-patoldgicas
y moleculares, y el estado de metilacion del gen EPHB4

EPHB4 metilado

Caracteristicas N " %) Povalor
Edad (afos) media + DS
U 6310 0,005
M 70 8
Estadio
| 138 9 (6,5)
11 33 4(12) 0,388
111 31 3 (10)
Grado
96 6 (6)
54 6 (11) 0,641
3 52 4(7,7)
Inf. Miometrial
<50% 147 11(7,5
’ 75 707
>50% 55 509 w5
o
Inv. Vascular E
No 149 12 (8) a
) 1,000 6y
St 53 4(7.,5) °
Tipo histologico
Endometrioide 179 15 (8)
.. 1,000
No endometrioide 23 1(4)
Inestabilidad microsatélite
MSS 161 10 (6)
0,075
MSI 41 6 (15)
Ploidia
Diploid: 152 11 (7
iploi eA 7) 0,739
Aneuploide 37 3(8)
B-Catenina
No mutado 168 14 (8)
1,000
Mutado 34 2(6)
APC
No metilado 131 10 (8)
. 0,973
Metilado 69 6(9)
E-Cadherina
No metilado 172 10 (6)
. 0,005
Metilado 28 6(21)

Abreviaturas: N=numero de casos totales, n=numero de casos
con EPHB4 metilado, MSS= estables, MSI= inestables,
DS= desviacion standard , U= no metilado, M= metilado.
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Figura 2. Analisis de Kaplan-Meier basado en el estado de metilacion de
EPHB4, para la supervivencia especifica del cancer. U: pacientes con
EPHB4 no metilado; M: pacientes con EPHB4 metilado.

Discusién

La expresion de los genes EPHB2 y EPHB4 se encuentra alterada en
cancer, y parece estar relacionada con la tumorigenesis y la evolucion de la
enfermedad.

El gen EPHB2 estda localizado en el cromosoma 1p35-36.
Aproximadamente un 20-33% de los tumores gastrointestinales presentan (LOH) en
esta region (25-27). Estudios recientes, han puesto de manifiesto que un 41% de los
carcinomas de colon, un 39% de los tumores géstricos y un 14% de los CE con MSI
poseen mutaciones en el tracto A9 del exon 17 de EPHB2 (22, 23). Pero en estos
tumores el estado MSI no supera el 20%. Asi que debido a la baja incidencia de
estas alteraciones, es probable que otro mecanismo sea el responsable de la pérdida
de expresion de este gen.

Trabajos recientes han estudiado el silenciamiento epigenético, por

metilacion del promotor, del gen EPHB2 en diferentes tipos tumorales (Tabla 2). A
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pesar de las discrepancias encontradas, debidas probablemente a la metodologia
usada y al nimero de casos analizados, el estado de metilacién del promotor EPHB2
no parece ser el responsable de la inhibicion transcripcional de este gen en tumores

de colon, gastrico y de ovario (20, 22, 26, 29, 31-33).

Tabla 2. Estado de metilacion del promotor del gen EPHB2 en diferentes tipos tumorales

Tumor Referencia Método n° casos Posicion Metilacion (%)

Alazzouzi y col. (22) MSP 101 -501 a -381 53,4

Laiho y col. (31) MSP 8 -501 a-381 63,0

Colon Nosho y col. (32) QM-PCR 307 7,5
Guo y col. (20) BGS 35 -423 a-116 0,0

Fuy col. (30) MSP 64 -501 a-378 0,0

BGS 33 -423 a-116 0,0

Gastrico Songy col. (26) MSP 81 -501 a -381 1,2
Ovario Wuy col. (33) MSP 52 -501 a-381 0,0
Endometrio Nuestro grupo MSP 202 -501 a-378 0,5

Abreviaturas: MSP: Methylation Specific PCR, QM-PCR: Quantitative MethyLight real time-
PCR, BGS: Bisulphite genomic sequencing

El gen EPHB2 se expresa en el tejido endometrial sano, sin embargo
existen datos contradictorios acerca del nivel de expresion en CE (12, 34). En
nuestra serie, solo una de las muestras analizadas mostr6é metilacion del promotor de
EPHB?2. Estos resultados indican que el silenciamiento epigenético de este gen no es
comun en este tipo de cancer, igual que ocurre en la mayoria de los tumores
gastrointestinales y de ovario. La metilacion del promotor de EPHB2 no esta
relacionada con la carcinogénesis ni la progresion del CE.

EPHB4 es considerado un gen supresor de tumores y un marcador
pronostico en cancer de colon. Los pacientes con bajos niveles de este receptor
recaen y mueren antes a causa de la enfermedad (19). Se ha demostrado que la
inhibicion de su expresion da lugar a un cambio en los patrones de expresion de
genes implicados en la remodelacion de la matriz extracelular, que incrementa la
capacidad de invasion y migracion de las células tumorales (35). La metilacion del
promotor inhibe la transcripcion del EPHB4. Aproximadamente la mitad de los

tumores de colon muestran esta alteracion, que ademas se asocia con pacientes de
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edad avanzada (19). En cambio en cancer de ovario esta anomalia epigenética es

poco frecuente (Tabla 3) (33).

Tabla 3. Estado de metilacion del promotor del gen EPHB4 en diferentes tipos tumorales

Tumor Referencia Método n° casos Posicion Metilacion (%)
Colon Davalos y col. (19) MSP 112 -793 a-34 42,8
Ovario Wuy col. (33) MSP/BGS 52 -793 a -34 1,9
Endometrio Nuestro grupo MSP 202 -793 a -34 8,0

Abreviaturas: MSP: Methylation Specific PCR, BGS: Bisulphite genomic sequencing

En el endometrio sano, el receptor EPHB4 parece estar confinado en la
membrana plasmatica de las células epiteliales glandulares. En el tejido tumoral, se
localiza en las células malignas proximas al estroma, donde la formacion de nuevos
vasos sanguineos es importante para la progresion del tumor (17). Tanto en
hiperplasias como en CE se ha observado un incremento en los niveles de expresion
con respecto al tejido sano, poniendo de manifiesto su relaciéon con el proceso
carcinogénico. Ademas, se asocia con el estado post-menopausico de las pacientes y
con tumores mas agresivos, de alto grado y estadio (17, 34, 36, 37).

A pesar de esta posible actividad oncogénica, nuestro estudio muestra que
el 8% de los CE presentan metilado el promotor de EPHB4 (Tabla 3). Igual que
ocurre en tumores de colon, esta alteracion se asocia con pacientes de mas edad y
peor prondstico (19). Ademas, se observa una asociacion con la metilacion del gen
de la E-Cadherina. El silenciamiento de ambos genes podria seleccionar a un grupo

de tumores con mayor capacidad proliferativa e invasiva.

Conclusién

La metilacion del promotor de EPHB?2 es practicamente inexistente en CE.
En cambio, el silenciamiento epigenético del gen EPHB4 si esta presente en estos
tumores, aunque en una frecuencia menor que en los colorrectales. Aparece en
pacientes de mayor edad y con un peor pronodstico, lo que indica que la metilacion
del EPHB4 debe estar implicada en la evolucion del CE como ocurre en cancer de

colon.
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Resumen

La ruta Wnt juega un papel importante en la proliferacion, diferenciacion y
en la apoptosis celular, en los tejidos adultos. En varios tipos tumorales se observa
una inapropiada activacion de esta via de sefializacion debido a alteraciones en
algunos de sus miembros. Los genes SFRPs son reguladores negativos de esta ruta y
se consideran supresores de tumores. A menudo sufren inactivacion epigenética en
tumores gastrointestinales y de mama entre otros, y estan implicados en la
carcinogénesis y en la progresion de la enfermedad. En este trabajo, evaluamos
mediante MSP, el estado de metilacion de los promotores de los genes SFRPI,
SFRP2, SFRP4 y SFRPS5, en una serie de 203 carcinomas de endometrio (CE) y 40
muestras de endometrio sano, usadas como tejido control (TC). Estudiamos su
relacion con variables clinico-patoldgicas y moleculares y, con la evolucion clinica
de las pacientes. Los porcentajes de metilacion de los inhibidores Wnt en el grupo
de tumores fue de un 33,5%, 51,5%, 24,4% y 52%, y en el TC de un 5%, 10%, 15%
y 17,5% para SFRP1, SFRP2, SFRP4 y SFRPS5, respectivamente. Los CE mostraron
una frecuencia de metilacion significativamente mas elevada que el TC (p<0,0001),
excepto para el gen SFRP4, para el que no se observaron diferencias en ambos
grupos. No se encontrd relacion entre la metilacion de los genes SFRP1, SFRP2 y
SFRPS, de forma individualizada, y las variables clinico-patologicas. No obstante,
los tumores con inestabilidad microsatélite (MSI) mostraban a menudo los genes
SFRP1 y SFRPS5 metilados (p=0,042 y p<0,0001, respectivamente), y aquellos con
el gen SFRP1 metilado tenian frecuentemente el gen f-Catenina mutado (p=0,048) y
el APC metilado (p=0,007). No se observd ninguna otra relacion con las
caracteristicas moleculares de los tumores, ni con la supervivencia de las pacientes.
La metilacion conjunta de los genes SFRP1/2/5 se asoci6 con estadios avanzados
(»=0,022), infiltracion miometrial (p=0,002), invasion vascular (p=0,019) y con una
menor supervivencia especifica del cancer (p=0,015) en el analisis univariante.
Estos datos ponen de manifiesto que la metilacion conjunta de los genes SFRPs

tiene un posible papel como biomarcador epigenético en CE.

105

©
=
=
=
=
©
&)




9 oymyde)




Introduccion

La ruta Wnt regula diferentes procesos celulares implicados en el desarrollo
y en el mantenimiento de los tejidos adultos. La familia SFRP (Secreted frizzled-
related proteins) esta formada por cinco glicoproteinas (SFRP1-5), identificadas
como antagonistas de esta via de sefializacion celular. A través de su dominio amino
terminal, rico en cisteinas (CRD), las proteinas SFRP interactian con los ligandos
Wnt impidiendo su union al receptor Fz (Frizzled), o bien, se unen directamente al
receptor Fz formando un complejo no funcional. Como consecuencia de ello, la -
Catenina intracelular es degradada, evitando su acumulaciéon en el nucleo de la
célula e impidiendo su uniéon al complejo de transcripcion TCF/LEF (T-Cell
factor/Lymphoid enhancer-binding factor). De esta manera, la expresion de genes
dependientes del complejo TCF/LEF se ve inhibida (1).

En varios tipos de cancer los miembros de la ruta Wnt se encuentran
genética y/o epigenéticamente alterados, causando una inapropiada activacion de
esta via de sefializacion (2-4). El silenciamiento, por metilacion del promotor de los
genes SFRPs, excepto para el SFRP3 que no presenta islas CpG en su region
promotora, es frecuente en tumores gastrointestinales y de mama, entre otros (5-9).
En cancer colorrectal, esta alteracion epigenética ocurre en etapas iniciales, durante
la transicion de adenoma a carcinoma, lo que indica que debe estar implicado en la
carcinogénesis (6, 8). Por esta razén, los SFRPs son considerados genes supresores
de tumores y su pérdida favorece la progresion tumoral (10). En el CE, se han
observado niveles bajos de expresion de SFRP1 y SFRP4, que en el caso del SFRP1
se ha asociado con la metilacion de su promotor (11).

Este trabajo analiza el silenciamiento epigenético, por metilacion del
promotor de los genes SFRP1, SFRP2, SFRP4 y SFRP5, y su relacién con la
alteracion de otros miembros de la ruta Wnt, como B-Catenina, APC y E-Cadherina.
Se estudia también, su asociacion con otras variables clinico-patologicas y

moleculares, asi como su implicacion en la progresion de la enfermedad.
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Material y métodos

Andlisis del estado de metilacion de los genes SFRP1, SFRP2, SFRP4 y SFRP5

El estado de metilacion de los promotores de los genes SFRPs se determino
en nuestra serie de 203 CE y 40 TC. Después del tratamiento con bisulfito sodico, la
MSP fue la metodologia usada para este analisis (12). Se usaron las condiciones de
amplificacion, ligeramente modificadas, y los primers descritos en la literatura (Ver
anexo I, Tabla 2) (8).

Los productos de MSP se corrieron en un gel de agarosa al 2% durante
45min a 100 voltios. Posteriormente se observaron y fotografiaron en un

transiluminador con luz ultravioleta (ChemiDoc XRS+, BioRad).

Andlisis estadistico

La relacion entre el estado de metilacion de los genes SFRPs y las variables
clinico-patologicas y moleculares se llevd a cabo usando los test y° y Fisher
(dependiendo del tamafio de la muestra) para aquellas variables categoéricas y el test
de #-Student para la edad de diagnostico de las pacientes. El tiempo transcurrido
desde la cirugia hasta la fecha de la muerte, a causa de la enfermedad, fue definido
como la supervivencia especifica al cancer. Las curvas de supervivencia se
construyeron usando el método de Kaplan Meier y comparadas con el test Log-rank.
Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando los niveles de
significacion bilateral eran p<0,05. Todos los analisis se realizaron con el paquete

estadistico SPSS version 15.0 para Windows (SPSS Inc. Chicago).
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Resultados

El estado de metilacion de los genes SFRP1, SFRP2, SFRP4 y SFRP5

Los porcentajes de metilacion de los promotores de los genes SFRPs fueron
de un 33,5%, 51,5%, 24,4% y 52% en los CE y de un 5%, 10%, 15% y 17,5% en el
TC para SFRP1, SFRP2, SFRP4 y SFRPS, respectivamente (Tabla 1). La frecuencia
de metilacion fue mas elevada en los tumores vs. el grupo control (p<0,0001),
excepto para el gen SFRP4, para el que no se observaron diferencias significativas
entre ambos grupos (Tabla 1). La Figura 1 muestra un ejemplo representativo de los

resultados obtenidos para cada uno de los genes, en el grupo de tumores analizados.
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Figura 1. Resultados representativos del estado de metilacion de los promotores
de los genes SFRPs en tumores de endometrio. U: ADN amplificado no metilado;
M: ADN amplificado metilado; C+: control positivo para metilacion; C-: control
negativo para metilacion; NT: ADN control no tratado con bisulfito sédico; H,O:
control de la MSP; MW: marcador de peso molecular; pb: pares de bases. Las
flechas indican los tumores metilados. Se muestra el codigo de referencia de las
muestras tumorales.
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Relacién entre el estado de metilacion de los genes SFRP1, SFRP2 y SFRP5, y las
variables clinico-patoldgicas, moleculares y la supervivencia

No se encontro relacion entre la metilacion de los genes SFRP1, SFRP2 y
SFRPS, de forma individualizada, y las variables clinico-patologicas, como la edad
de las pacientes, el estadio, el grado de diferenciacion, la infiltracion miometrial, la
invasion vascular o el tipo histologico (endometrioide o no endometrioide) de los
tumores (Tabla 2).

El estado metilado de los genes SFRP1 y SFRPS5 se relaciond con el estado
MSI de los CE (p=0,042 y p=0,000, respectivamente). La alteracion epigenética del
gen SFRP1 fue mas frecuente en aquellos tumores con el gen B-Catenina mutado
(»=0,048) y el gen APC metilado (p=0,007). No se observo ninguna otra relacion
con las caracteristicas moleculares de los tumores (Tabla 2).

En el andlisis univariante, la metilacion de estos genes tampoco se
relaciond con un cambio significativo en la supervivencia especifica del cancer

(»=0,601, p=0,241, p=0,585, para SFRP1, SFRP2 y SFRPS5, respectivamente).

Relacion entre la metilaciéon conjunta de los genes SFRP1/2/5, y las variables
clinico-patoldgicas, moleculares y la supervivencia

Para conocer el efecto del silenciamiento conjunto de los genes SFRP1/2/5,
se dividieron las muestras tumorales en dos grupos: uno denominado metilado (M)
donde se incluyeron las que mostraban estos tres genes metilados, y otro grupo con
el resto, denominado no metilado (U).

Los tumores M mostraron estadios avanzados (p=0,022), infiltracion
miometrial (p=0,002) e invasiéon vascular (p=0,019), ademas de una asociacion
positiva, marginalmente significativa, con la edad de las pacientes (p=0,056). Sin
embargo, la metilacion conjunta no se relacioné con ninguna de las variables
moleculares estudiadas, como el estado MSI, la ploidia o las alteraciones genéticas y
epigenéticas de miembros de la ruta Wnt (B-Catenina, APC y E-Cadherina) (Tabla
3).

El analisis univariante de supervivencia mostré que las pacientes con

metilaciéon conjunta de los genes SFRP1/2/5 tenian una peor evolucion clinica de la
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enfermedad (p= 0,015) (Fig. 2). El bajo nimero de eventos (n=10) no nos permitié
uun analisis multivariante robusto. Se hace necesario ampliar el nimero de casos de

nuestra serie para confirmar su papel como marcador prondstico independiente

Tabla 2. Relacion entre las caracteristicas clinico-patldgicas y moleculares, y la metilacion de los genes SFRPs

L. SFRP1 metilado SFRP2 metilado SFRPS5 metilado
Caracteristicas

N n (%) P-valor n (%) P-valor n (%) P-valor

Edad (afios) media £ DS

U 6311 64 £9 64 +11
0,086 0,577 0,822
M 66+9 64 £10 64 £10
Estadio
I 138 47 (34) 69 (50) 70 (51)
11 32 10 (31) 0,790 17 (53) 0,386 15 (46) 0,290
11 31 10 (32) 18 (58) 20 (65)
Grado
1 96 34 (36) 49 (51) 50 (52)
54 16 (30) 0,631 28 (52) 0,912 25 (46) 0,626
3 52 17 (33) 27 (52) 30 (58)
Inf. Miometrial
<50% 146 48 (33 71 (48 71 (48
’ B3 842 @8 140 @8 ) 0ss
>50% 55 19 (34) 33 (60) 34 (62)
Inv. Vascular
N 149 50 (34 74 (49 74 (50
9 © GH ) 909 @9 ) 300 GO o7
= Si 52 17 (33) 30 (58) 31 (59)
=
= Tipo histologico
© Endometrioide 179 63 (35) 95 (53) 93 (52)
. 0,102 0,209 0,984
No endometrioide 23 4(17) 9(39) 12 (52)

Inestabilidad microsatélite

MSS 161 48 (30 79 (49 73 (45
(30 0,048 (49) 0,174 (45) 0,000
MSI 41 19 (46) 25 (61) 32 (78)
Ploidia
Diploide 151 52 (34) 81 (54) 81 (53)
. 0,159 0,258 0,424
Aneuploide 37 8(22) 16 (43) 17 (46)
B-Catenina
N tad 169 51 (30 88 (52 89 (53
© mutado GO 6029 G2 797 3 661
Mutado 33 16 (50) 16 (49) 16 (48)
APC
No metilado 131 35 (27) 70 (53) 64 (49)
. 0,005 0,577 0,126
Metilado 69 32 (46) 34 (49) 41 (60)
E-Cadherina
No metilado 172 57 (33) 87 (51) 87 (51)
. 0,789 0,321 0,121
Metilado 28 10 (36) 17 (61) 18 (67)

Abreviaturas: N= nuimero de casos totale , n=numero de casos metilados, U= no metilado, M= metilado,
DS= desviacion standard, MSS= estables, MSI= inestables.
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Tabla 3. Relacion entre las caracteristicas clinico-patologicas y
moleculares y, la metilacion conjunta de SFRP1/2/5

SFRP1/2/5 metilados

Caracteristicas

N n (%) P-valor
Edad (afios) media + DS
U 64 £10
0,056
M 677
Estadio
1 137 14 (10)
Il 16 5(16) 0,022
111 26 8 (26)
Grado
94 11 (12)
17 9(17) 0677
3 52 7(13)
Inf. Miometrial
<50% 145 13 (9
’ @ 6002
>50% 55 14 (25)
Inv. Vascular
No 148 15 (10)
; 0,019
Si 52 12 (23)
Tipo histologico
Endometrioide 177 2605 =
No endometrioide 23 1 (4) ’ =
&
Inestabilidad microsatélite <
MSS 159 18 (11)
0,120
MSI 41 9(22)
Ploidia
Diploi 151 21 (14
ip 01de. (14) 0.259
Aneuploide 36 2 (5)
B-Catenina
No mutado 169 22 (13)
0,579
Mutado 31 5(16)
APC
No metilado 131 15(11)
. 0,276
Metilado 68 12 (31)
E-Cadherina
No metilado 172 22 (13)
. 0,420
Metilado 27 5(18)

Abreviaturas: N=numero de casos totales, n=numero de casos
metilados, U= no metilado, M= metilado, DS= desviacion standard,
MSS= estables, MSI= inestables.
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Figura 2. Analisis de Kaplan-Meier para la supervivencia especifica
del cancer basada en el estado de metilacion conjunto de los
SFRP1/2/5. U: no metilado, M: metilado.



Discusion

Los tumores de endometrio, mayoritariamente aquellos con una histologia
endometrioide, muestran altos niveles de P-catenina en el ntcleo celular, debido
principalmente a mutaciones activantes del gen (13, 14). Estas estan presentes en un
14-44% de los CE, sin embargo, no existe una completa relacion causa-efecto entre
las mutaciones y la acumulacion nuclear (4, 15-20).

Aproximadamente el 25% de los CE tienen una alta actividad del complejo
B-catenina/TCF/LEF en ausencia de mutaciones en B-catenina (15). En tumores de
colon, esta discordancia puede ser explicada por la inactivacion genética y/o
epigenética del gen APC. La situacion en CE es distinta, la frecuencia de mutaciones
de algunos de los miembros de la ruta Wnt, como APC, Dishevelled, Axina 1 y 2,
TCF4, GS3Kp, E-Cadherina o y-Catenina es muy baja o ausente (4, 20-27). Aunque
se ha descrito pérdida de heterocigocidad del APC (<25%) (4, 22, 23) e inactivacion
por metilacion del promotor del APC (22-47%) y E-Cadherina (0-22%), no se ha
podido demostrar su relacion con el aumento nuclear de f-Catenina en las células
tumorales endometriales (2, 4, 28-32). Esto indica que otros mecanismos como la
sobre-expresion de los ligandos y receptores, y/o la pérdida de los inhibidores Wnt
podrian estar implicados en el aumento de los niveles nucleares de B-Catenina y en
la carcinogénesis endometrial.

Tanto la metilacion del ADN como la desacetilacion de histonas inhiben la
transcripcion génica. En el caso de los genes SFRPs, la metilacion del promotor
parece jugar un papel dominante (6). Varios tipos de cancer muestran una represion
transcripcional de los genes SFRPs, considerandolos genes supresores de tumores
(10).  Nuestro estudio, muestra que la metilacion de los SFRP1, SFRP2 y SFRP5
ocurre frecuentemente en CE. Esto coincide con los datos previamente publicados
por Shuehiro y col; y con lo que ocurre en otros tipos tumorales como los de colon,
hepaticos, de vejiga o pulmodn (6, 8, 33-37).

No se observan diferencias significativas en los niveles de metilacion del
gen SFRP4, cuando se compara el tejido tumoral y el sano. Se ha descrito que los
sarcomas estromales de endometrio muestran una reduccion en los niveles de esta

proteina que se asocia con un aumento de los niveles nucleares de f-Catenina y con
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las formas tumorales mas agresivas (41). Los CE endometrioides con MSI presentan
también niveles reducidos, en comparacion con tumores estables y con el epitelio
del endometrio sano (11). Sin embargo, no se conoce el mecanismo que produce
esta disminucion en los niveles de expresion. Nuestros resultados indican que el
silenciamiento epigenético, por metilacion del promotor, no estad implicado en la
desregulacion del SFRP4 en los CE.

El papel de los genes SFRP1, SFRP2 y SFRPS5 es mas importante que el de
SFRP3 y 4 en la regulacion de la ruta Wnt en cancer de colon (6, 8). Esto debe
ocurrir también en CE, pues la frecuencia de metilacion de SFRP1, SFRP2 y SFRP5
es significativamente mas elevada en nuestra serie tumoral que en el grupo control.
Nosotros observamos una asociacion directa entre el estado MSI y la metilacion de
los genes SFRP1 y SFRPS, hallazgo que coincide con lo descrito por Risinger y col
(11). Estos datos apoyan la idea de que los CE con MSI deben tener una
sefalizacion Wnt mas activa que los tumores estables.

Se ha demostrado que la alteracion epigenética de los genes SFRPs es un
evento temprano en la progresion del cancer de colon, que ocurre principalmente en
los tumores con algin miembro de la ruta Wnt alterado, como aquellos con
mutaciones inactivantes del gen APC (8). En CE hemos observado que la metilacion
de SFRP1 es frecuente en tumores con PB-Catenina mutado y/o APC metilado. Es
posible que la inactivacion de SFRP1 complemente las alteraciones de los genes
B-Catenina y APC, favoreciendo la anormal activacion Wnt y la evolucion del CE
como ocurre en cancer de colon (8).

Si bien, en los tumores de mama y gastrico se ha observado una asociacion
positiva entre la disminucion de la expresion de SFRP1 y SFRPS, y la metastasis y
peor pronostico de las pacientes, en otros tipos tumorales esto no ha podido ser
demostrado (9, 43-48). En CE la metilacion de SFRP1, SFRP2 y SFRPS no se
asocia con variables clinico-patologicas ni con la evolucion clinica de los tumores
cuando se analiza de forma individualizada. Sin embargo, la metilacion conjunta
(SFRP1/2/5) esta presente, de forma significativa, en aquellos tumores que muestran
estadios avanzados, infiltracion miometrial e invasion vascular, y ademas se asocia

con una menor supervivencia especifica del cancer en el analisis univariante.
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Nuestros datos sugieren que la inactivacion epigenética conjunta de estos miembros

de la familia SFRP hace que los CE tengan un peor comportamiento clinico.

Conclusién

La inactivacion epigenética de los genes SFRP1, SFRP2 y SFRPS es
frecuente en CE. No existen diferencias significativas en el estado de metilacion del
SFRP4 entre los grupos, tumoral y control.

La alteracion epigenética de los SFRP1, SFRP2 y SFRPS5, de forma
individualizada, no se relaciona con las variables clinico-patologicas estudiadas, ni
pronostica la evolucion clinica de las pacientes con CE. Sin embargo, la metilacion
conjunta de los SFRP1/2/5 se asocia con el estadio mas avanzado, la infiltracion
miometrial y la invasion vascular, y con una peor evolucion clinica de la
enfermedad, tal y como muestra el analisis univariante de supervivencia. Futuros

estudios serian necesarios para validar estos datos y conocer la utilidad prondstica de

estos genes.
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La metilacion del gen PITX2 es un marcador de peor
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Resumen

PITX2 (Paired-like homeodomain 2) es un factor de transcripcion,
miembro de la familia RIEG/PITX homeobox, que regula la diferenciacion de la
hipo6fisis y el establecimiento de una adecuada asimetria en la organogénesis durante
el desarrollo embrionario. El estado de metilacion de su promotor P2 es un marcador
prondstico validado en pacientes con cancer de mama y prostata. El objetivo de este
estudio fue determinar la posible asociacion entre el estado de metilacion de PITX2
con las variables clinico-patoldgicas y moleculares, y el comportamiento clinico de
las pacientes con carcinoma de endometrio (CE). Los niveles de metilacion del
promotor P2 de PITX2 se estimaron por QM-PCR (Quantitative MethylLight real
time Polymerase Chain Reaction), en una serie de 203 muestras de CE y 40 de
endometrio sano usadas como tejido control (TC). Tomando la metilacién del
PITX2 como una variable continua, se observd que el nivel de metilacion en los CE
fue significativamente mas elevado que en el TC (p=0,03). Dado que el valor del
cuartil mas alto en la serie tumoral (6,57%) superd el valor de metilacion mas
elevado en TC (5,96%), se categoriz6 esta variable en dos grupos denominados: de
bajo (<6,6%) y de alto nivel de metilacion (>6,6%). No se encontrdé ninguna
asociacion entre el estado de metilacion del PITX2 y las variables clinico-
patologicas y moleculares estudiadas, excepto una asociacién positiva con la
inestabilidad microsatélite (MSI) (p=0,006). No obstante, aquellas pacientes con
CE, un alto nivel de metilacion de PITX2 y un contenido diploide de ADN tenian
una peor evolucion clinica de la enfermedad tanto en el analisis univariante como
multivariante de supervivencia (p=0,007; HR: 1,60; 95% CI: 1,02-2,53; p=0,04,
respectivamente). Este es el primer trabajo que estudia la alteracion epigenética de
PITX2 en tumores de endometrio, muestra su relacion con el estado MSI y su

posible utilidad pronostica en pacientes con CE con un contenido diploide de ADN.
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Introduccion

Los genes homeobox juegan un importante papel controlando el destino
celular en el desarrollo embrionario, y la expresion especifica de genes en adultos.
Entre ellos se encuentra la familia RIEG/PITX, formada por tres genes PITX1, 2 y 3
(1). El gen PITX2 (paired-like homeodomain 2), también llamado RIEG1 o ARPI1,
esta evolutivamente conservado, en humanos se localiza en el cromosoma 4q25 y
codifica para cuatro isoformas (PITX2A, B, C y D). Su expresion estd bajo el
control de dos promotores (P1 y P2). A partir de P2 se generan PITX2A y B,y a
partir de P1 PITX2C y D (2-5) (Fig 5-1). Estas proteinas actian como factores de
transcripcion 'y estdn implicadas en numerosos procesos: proliferacion y
diferenciacion celular, hematopoyesis y en la organogénesis (4, 6-11) .

La ruta Wnt/B-catenina regula la expresion de PITX2A y B, que parece
estar relacionada con el desarrollo normal de la hipofisis (8). Pero PITX2 no es solo
un gen diana de la ruta Wnt/B-catenina, sino que ademas coopera en esta via de
sefializacion, formando un complejo con la B-catenina y LEF/TCF. Asi, regula la
proliferacion celular y establece un proceso de retroalimentacion positiva. Es capaz
también, de inducir directamente la expresion de genes reguladores del ciclo celular
como las ciclinas D1/D2 y de otros factores de transcripcién como c-Myc (8, 12-14).

En humanos, las mutaciones de este gen causan el sindrome de Axenfeld-
Rieger, una alteraciéon autosémica dominante que produce principalmente
malformaciones faciales, oculares y dentales (5, 15, 16). No se ha encontrado
ninguna asociacion de este sindrome con el desarrollo de tumores. Aunque si parece
existir una alteracion en la expresion de PITX2 en diferentes adenomas hipofisarios
17).

En lineas celulares de cancer de mama se ha observado que la metilacion
del promotor P2 de PITX2 inhibe la expresion de las isoformas PITXA y B, sin
embargo se desconoce si esto ocurre también en los tumores (18). A pesar de no
conocerse el papel que juega el PITX2 en la carcinogénesis y en la progresion
tumoral, estudios recientes han demostrado que la metilacion del promotor P2 es un

marcador de peor pronostico en pacientes con cancer de mama y prostata (18-22).
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El propdsito de este estudio fue determinar la posible relacion entre los
niveles de metilacion del promotor P2 del gen PITX2 con las variables clinico-

patoldgicas y moleculares, y el comportamiento clinico de las pacientes con CE.

Material y métodos

Las pacientes
Este estudio retrospectivo se realizé en nuestra serie de 203 muestras de CE
y 40 de endometrio sano, usadas como tejido control (TC), cuyas caracteristicas se

detallan en el capitulo 5 de este manuscrito.

Determinacion del estado de metilacion del promotor del gen PITX2

El ADN modificado con bisulfito sddico se usé para cuantificar el nivel de
metilacion del promotor P2 del gen PITX2 por QM-PCR (Quantitative MethylLight
real time-Polymerase Chain Reaction), en un ABI Prism 7000 Sequence Detection
System con Sequence detection software vi1.2.3 (Applied Biosystems)(23). Cada
reaccion contenia 1x de EpiTect MethyLight Master Mix (QIAGEN), 1x de EpiTect
MethyLight Assay: Hs PITX2 (QIAGEN) y 100ng de ADN gendémico modificado, en
un volumen final de reaccion de 20ul. Los ciclos de PCR se iniciaron con una
desnaturalizacion de 95°C durante 5 minutos seguida de 45 ciclos de, 95°C durante
15 segundos y 60°C durante 1 minuto. En un experimento inicial, la especificidad de
la prueba se midié con el kit EpiTect PCR Control DNA Set (QIAGEN). Este kit
contiene ADN humano metilado y no metilado, ambos tratados con bisulfito sodico,
y ADN humano sin modificar. Ademas, en cada una de las carreras de PCR se
incluy6 una reaccion con ADN no modificado y otra sin ADN, como control de la

contaminacion. Cada muestra se analiz6 por triplicado.
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El porcentaje de metilaciéon o la abundancia relativa de copias de ADN
metilado se determin6 usando los valores Ct (cycles thrershold value), basados en la
seflal de fluorescencia de cada sonda (Ct, y Ct, para la sonda M y U,
respectivamente), y aplicando la siguiente ecuacion:

Metilacion (%) =100[100/(1 +2!€"™C®h],
La media de los triplicados determind el valor final del porcentaje de

metilacion de la muestra (18).

Analisis estadistico

Se us6 el test Mann-Whitney para comparar los grupos tumor/control,
usando el porcentaje de metilacion de las muestras como variable continua. Para
dicotomizar esta variable se tomo el valor del percentil 75 como punto de corte. La
relacion entre el estado de metilacion del PITX2, como variable dicotomica, y las
variables clinico-patologicas y moleculares se llevod a cabo usando los test y° y
Fisher (dependiendo del tamafio de la muestra) para aquellas variables categoricas y
el test de #-Student para las variables continuas con una distribuciéon normal. La
supervivencia especifica del cancer corresponde al tiempo transcurrido desde la
cirugia hasta la fecha de la muerte a causa de la enfermedad. Las curvas de
supervivencia se construyeron usando el método de Kaplan Meier y comparadas con
el test Log-rank. Para determinar el Hazard ratios (HR) y su intervalo de confianza
(95% CI), en el analisis univariante y multivariante, se usoé la regresion de Cox. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando los niveles de
significacion bilateral eran p<0,05. Todos los analisis se realizaron con el paquete

estadistico SPSS version 15.0 para Windows (SPSS Inc. Chicago).

Resultados

El nivel de metilacion del promotor del gen PITX2 en el grupo de tumores
fue significativamente mas elevado que en el grupo control [mediana (rango); CE:
1,93 (0-78) vs. TC: 1,49 (0-6)] (p=0,03) (Fig. 1).

Dado que el porcentaje de metilacion que corresponde al percentil 75 en el

grupo tumor (6,57%) superd el valor de metilacion mas alto del grupo control
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(5,96%), las pacientes de los tres primeros cuartiles se agruparon en un grupo
denominado de bajo nivel de metilacion (Bajo<6.6%) y se compararon con el grupo
de pacientes del cuartil mas alto (Alto>6.6%). No se encontr6 ninguna relacion entre
un alto nivel de metilacion del promotor del PITX2 y las variables clinico-
patologicas y moleculares, excepto una asociacion positiva con el estado MSI
(»=0,0006) (Tabla 1).

El analisis univariante mostré que el estado de metilacion de este gen no
modificaba el tiempo de supervivencia especifica del cancer en el total de la serie
(p=0,142). En cambio, los tumores con niveles altos de metilacion del PITX2 y un
contenido diploide de ADN tenian una peor evolucion clinica (p=0,007) (Fig. 2).

Para determinar si el nivel de metilacion de PITX2 poseia un valor
pronostico independiente en este grupo de pacientes, se realizd un analisis
multivariante. Se disefi® un modelo basico, donde se incluyeron los factores
prondsticos tradicionales para el CE con una significancia <0,1 en el analisis
univariante, al que se le afiadi6 el estado de metilacion del PITX2. En este analisis
se observdo que el estado de metilacion del PITX2 persistia como variable
independiente en el modelo de supervivencia (HR: 1,60; 95%CI: 1,02-2,53;
p=0,042) (Tabla 2).
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Metilacion del gen PITX2 (%)

Control Tumor

Figura 1. Distribucion del estado de metilacion del promotor
del gen PITX2 en el grupo Control vs. Tumor. Cada circulo
representa una muestra. La linea horizontal es el valor del
percentil 75 (6,6%).
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Tabla 1. Relacion entre las caracteristicas clinico-patolégicas y moleculares y,
el nivel de metilacion de PIT X2

Metilacion PITX2 (Alto >6,6%)

Caracteristicas
N n (%) P-valor
Edad (afos), media + DS
j 64 +10
Bajo * 0,183
Alto 66 £9.,5
Estadio
1 137 32 (23,4)
11 33 7(21,2) 0,242
111 31 11 (35,5)
Grado
1 95 20 (21,1)
54 14 (25,9) 0,188
3 52 16 (30,8)
Inf. Miometrial
) 35 (24
<50% 146 (24) 0,630
>50% 55 15 (27,3)
Inv. Vascular
34 (23
No 148 (23) 0,298
Si 53 16 (30,2)
Tipo histologico
Endometrioide 178 43 (24,2) 0513
No endometrioide 23 7 (30,4) ’
Inestabilidad microsatélite
33 (20,6
MSS 160 ( ) 0,006
MSI 41 17 (41,5) ~
o
Ploidia E
iploi 34 (22,4 2.
D1p101de' 152 ( ) 0,492 2
Aneuploide 36 10 (27,8) ©
p-Catenina
No mutado 169 40 (24)
0,364
Mutado 32 10 (31)
APC
i 32 (24
No r'netllado 134 (24) 0,929
Metilado 68 17 (25)
E-Cadherina
i 45 (26
No r'netllado 172 (26) 0.204
Metilado 27 4 (15)

Abreviaturas: N= numero de casos totales, n= numero de casos metilados,
DS= desviacion standard, Bajo= tumores con niveles de metilacion <6,6%,
Alto= tumores con niveles de metilacion »6,6%, MSS= estables,

MSI= inestables.
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Figura 2. Analisis de Kaplan-Meier para la supervivencia especifica del
cancer basada en el estado de metilacion de PITX2. Bajo: pacientes con
niveles de metilacion <6,6%; Alto: pacientes con niveles de metilacion >6,6%.
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Table 2. Analisis univariate y multivariante para la supervivencia especifica del cancer y el

estado de metilacion del gen PITX2 en el grupo de tumores con un contenido diploide de ADN

Analisis univariante

Analisis multivariante

Caracteristicas  Pacientes = HR (95% CI) P-valor HR (95% CI) P-valor
Edad (afios) 144 1,10 (1,04-1,16) 0,001 1,09 (1,02-1,16) 0,006
Estadio 0,000 0,001
1 105 1 1
2 26 1,60 (0,87-2,92) 1,31 (0,66-2,60)
3 13 2,24 (1,14-4,42) 2,96 (1,27-6,86)
Grado 0,073 0,290
1 81 1 1
11 38 1,49 (0,81-2,71) 1,38 (0,67-2,84)
111 25 1,37 (0,70-2,69) 1,21 (0,59-2,94)
Inf. Miometrial 0,567
<50% 109 1
>50% 35 1,15 (0,71-1,85)
Inv. Vascular 0,014 0,959
No 112 1 1
Si 32 1,76 (1,12-2,78) 0,99 (0,59-1,66)
Anadido al modelo basico
Metilacion PITX2* 0,011 0,042

Bajo
Alto

111
33

1
1,77 (1,14-2,76)

1
1,60 (1,02-2,53)

*Tumores con Bajo=niveles de metilacion <6,6%, Alto= niveles de metilacion >6,6%.
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El valor prondstico del estado de metilacion de PITX2 se observo por

primera vez, en un estudio multicéntrico, en pacientes con cancer de mama,
receptores hormonales positivos y tratadas con Tamoxifeno (18). Los resultados de
este primer trabajo fueron técnicamente y clinicamente validados, primero en un
estudio donde participaron diez centros clinicos diferentes, en el que se incluyeron
399 muestras de tumores de mama embebidos en parafina, de pacientes con nédulos
negativos, receptores hormonales positivos y tratadas con tamoxifeno (19). Segundo,
en un grupo de 412 pacientes, con estadios iniciales de la enfermedad, también con

nédulos negativos y receptores hormonales positivos, pero que no recibieron
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tratamiento adyuvante (21). Y tercero, en un grupo de 241 tumores con receptores
hormonales positivos, Her2 negativo, pero con nddulos positivos y que recibieron
quimioterapia basada en antraciclinas (20). Asi pues la metilacion del PITX2 se
considera un marcador prondstico independiente en cancer de mama, capaz de
predecir la evolucion clinica de la paciente independientemente de la afectacion
nodular y del tratamiento adyuvante endocrino y/o quimioterapia, incluso en
aquellas pacientes en estadios iniciales de la enfermedad que no reciben tratamiento
adyuvante (24).

El valor pronéstico de la metilacion del gen PITX2 ha sido también
validado en cancer de prostata. Weiss y col. observaron que los pacientes con esta
patologia, tratados con prostatectomia radical, poseen un riesgo mayor de recaida si
presentan tumores con altos niveles de metilacion del PITX2, especialmente
aquellos con tumores con una agresividad media/alta (Gleason >7) (22).

Este trabajo es el primero que estudia la alteracion epigenética del gen
PITX2 en CE. Nuestros resultados muestran unos niveles mas elevados de
metilacion de PITX2 en el grupo de tumores comparado con el grupo control, lo que
sugiere que la alteracion epigenética del PITX2 estd implicada en el proceso
tumoral.

Observamos también una asociacion, estadisticamente significativa, entre
los niveles elevados de metilacion del gen PITX2 y el estado MSI. El 20-30% de los
CE presentan MSI (25). Los tumores con MSI se caracterizan por una alta
inestabilidad de las regiones repetidas o microsatélites, causada por defectos en el
sistema de reparacion de apareamientos incorrectos o MMR (Mismatch Repair
System) (26). El silenciamiento del gen MLH1 debido a la metilacion de su
promotor es la causa principal del estado MSI en los CE esporadicos (27). Este
fendmeno epigenético se considera temprano en el proceso tumorigénico, ya que
estd presente en hiperplasias endometriales y en tejido normal adyacente al tumor
(28, 29). Ademas de la alteracion epigenética del gen MLH1, la metilacion de otros
genes como APC o RASSF1A se asocia positivamente con el estado MSI en los
tumores de endometrio (30, 31). La metilacion del gen PITX2 forma parte también

del epigenotipo de este tipo de tumores.
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En pacientes con CE con un contenido diploide de ADN, el estado de
metilacion del PITX2 pronostica un mayor riesgo de muerte por la enfermedad,
independientemente de las variables clinico-patoldgicas como la edad, el estadio,
grado histoldgico y la invasion vascular. Igual que en tumores de mama y prostata se

hace necesaria su validacion en otra serie de CE independiente.

Conclusiones

Nuestros resultados muestran que el nivel de metilacion del promotor P2
del gen PITX2 es mas elevado en los tumores de endometrio que en el tejido
endometrial sano, que se asocia con el estado MSI y que pronostica una menor

supervivencia especifica de la enfermedad en los pacientes con CE con un contenido

diploide de ADN.
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Endometrial cancer (EC) is the most common pelvic gynecologic tumor in
developed countries. It is usually diagnosed in early stages, but despite its good
prognosis, approximately 20% of patients die from the disease.

The prognosis and current treatment of endometrial cancer is based on the
use of clinical-pathological variables such as grade, myometrial infiltration,
histological type, etc. Along with these, have been described new molecular
variables involved in the tumorigenesis and progression of this tumor type. Its use in
clinical practice could be helpful to improve the classification of tumors, prognosis
and treatment of patients.

Our group, in collaboration with the Pathology Department and
Gynecologic Oncology Unit of Gynecology and Obstetrics Department of the
Hospital Universitario Materno-Insular, has been twenty years developing research
projects aimed toward understanding the molecular alterations that occur in the
development and evolution of this disease.

In 2000, The Cancer Genetics and Epigenetics Laboratory led by Dr.
Manuel Perucho (The Burnham Institute, La Jolla, CA, USA), discoverer of
microsatellite instability, mutator route and their involvement in various
malignancies joined the initiative. From that moment our research is focused on the
study of this genetic anomaly, and others related to it, in EC.

This doctoral thesis aims to continue the research line developed by our
group. The proposed objectives were to estimate the incidence, the relationship with
clinicopathological and molecular variables and survival of patients, of the

following genetic and epigenetic changes:

1) Mutations in the repeated tracts of EPHB2 gene (Chapter 3).

2) Mutations in double strand break repair components (Chapter 4).
3) Methylation of EPHB2 and EPHB4 gene promoter (Chapter 5).
4) Methylation of SFRPs gene promoter (Chapter 6).

5) Methylation of PITX2 gene promoter (Chapter 7).
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In this way, we have wanted to deepen the understanding of molecular
variables, which possibly, are associated with the development and progression of

EC.

Chapter 3
High EPHB2 mutation rate in gastric but not endometrial tumors with

microsatellite instability

The EPH/EFN family of receptor tyrosine kinases regulates cell adhesion
and migration and has an important role in controlling cell positioning in the normal
intestinal epithelium. Inactivation of EPHB2 has recently been shown to accelerate
tumorigenesis in the colon and rectum, and we have previously demonstrated
frequent frameshift mutations (41%) in an A9 coding microsatellite repeat in exon
17 of EPHB2 in colorectal tumors with microsatellite instability (MSI). In this study
we extended these analyses to extracolonic MSI cancers, and found frameshift
EPHB2 mutations in 39% (25/64) of gastric tumors and 14% (8/56) of endometrial
tumors. Regression analysis of these EPHB2 mutation data on the basis of our
previously proposed statistical model identified EPHB2 as a Selective Target of
frameshift mutations in MSI gastric cancers but not in MSI endometrial carcinomas.
These results suggest a functional role for EPHB2 in gastric tumor progression, and
emphasize the differences between the tumorigenic processes in MSI

gastrointestinal and endometrial cancer.

Chapter 4
Double strand break repair components are frequent targets of microsatellite

instability in endometrial cancer

DNA double strand break (DSB) repair is a central cellular mechanism of
the DNA damage response to maintain genomic stability. DSB components are
frequently mutated in colorectal cancer with microsatellite instability (MSI). We

investigated whether DSB repair is involved in endometrial cancer (EC) with MSI.
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Mononucleotide microsatellite tracts of 14 genes of the DSB repair system were
analysed in a series of 41 EC with MSI. Among these genes, the microcephalin 1
(MCPH1/BRIT1) has never been tested as target of MSI in tumour series.The most
frequently mutated gene was DNAPKcs (n=14.34%) followed by RADS0
(n=7.17%), MREI11, ATR and BRCAIl (n=6.15%), and by CtIP and MCPHI
(n=5.12%). While DSB biallelic mutations were infrequent, a high proportion of
tumours (n=30.73%) presented mutations at some component of the DSB repair
pathway, and almost half of them showed alterations at two or more components.
Tumours with mutations in two or more genes were significantly associated with
advanced grade (p=0.03) and vascular invasion (p=0.02) and marginally associated
with advanced stage (p=0.07). Our results suggest that in EC, the DSB repair is a
relatively common mutational target of MSI and might contribute to tumour

progression, and also that MCHP1 may be a novel target gene of MSI.

Chapter 5
Epigenetics silencing of EPHB4 gene as a potential prognostic marker in

endometrial cancer

EPHB4, EPHB2 receptors and their ligands Ephrins, are involve in cell
morphology, adhesion, and motility. Its expression is regulated by Wnt/B-catenin
pathway. In colon, breast and prostate cancer are considered as tumor suppressor
genes. Loss of expression by genetic or epigenectic alterations, are associated with
carcinogenesis and tumor progression. In this study, we determine if the methylation
status of EPHB2 and EPHB4 genes is related to endometrial cancer (EC)
progression. The EPHB2 promoter methylation was found only in one of the 203 EC
analyzed. In contrast, 8% of the tumors had methylated EPHB4 promoter. For both
genes, none of the 40 samples used as a control group showed this alteration.
Furthermore, EPHB4 methylated status was positively associated with patients age
(p= 0.005) and E-Cadherin promoter methylation (p= 0.005). In univariate survival
analysis, patients with methylated EPHB4 died earlier than those with unmethylated
EPHB4 (p=0.003). In conclusion, EPHB2 promoter methylation is not related eith er
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to EC carcinogenesis or progression. EPHB4 silencing is also present in EC, but it
methylation frequency is lower than in colon cancer. This alteration appears in

elderly patients with a worse clinical outcome.

Chapter 6
Simultaneus methylation of SFRP1, 2 and 5 genes is associated with poor

outcome in endometrial cancer patients

In adult tissues, Wnt pathway plays an important role in cell proliferation,
differentiation and apoptosis. In some tumor types alterations of its members cause
an inappropriate activation of this signaling. The SFRPs members act as negative
regulators of Wnt pathway, and are considered tumor suppressors genes. The
epigenetic inactivation of thes genes is frequent in breast and gastrointestinal cancer.
This alteration is involved in carcinogenesis and cancer progression. In this work,
we evaluated by MSP, the methylation status of SFRP1, SFRP2, SFRP4 and SFRP5
gene promoters in a series of 203 endometrial carcinomas (EC) and 40 healthy
endometrium samples as tissue control (TC). We studied the relation the epigenetic
alteration with molecular and clinicopathologic variables and clinical outcome of
patients. The methylation percentages of Wnt inhibitors was in the tumor group
33.5%, 51.5%, 24.4% and 52%, and in TC group 5%, 10%, 15% and 17,5%, for
SFRP1, SFRP2, SFRP4 and SFRP5 respectively. The EC had a significantly higher
methylation frequency than the TC (p <0.0001), except for SFRP4 gene. No
relationship was found between methylation of SFRP1, SFRP2 and SFRP5 genes,
individually, and clinicopathologic variables. However, the methylation status of
SFRP1 and SFRP5 genes was frequent in tumors with microsatellite instability
(MSID), (p=0.042 and p <0.001, respectively). Furthermore, tumors with SFRP1
methylated also were carriers of B-Catenin mutations (p=0.048) and methylation of
APC gene promoter (p=0.007). Other molecular characteristics of tumors or survival
of patients were unrelated with the methylation status of these genes. In univariate
analysis, simultaneous inactivation of SFRP1, 2 and 5 was associated with advanced

stages (p = 0.022), myometrial infiltration (p = 0.002), vascular invasion (p =
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0.019) and lower cancer-specific survival (p = 0.015). Our data suggest the SFRP1,

2 and 5 simultaneous methylation is a possible epigenetic biomarker in EC.

Chapter 7
PITX2 methylation status as a novel prognostic marker in endometrial tumors

with diploid DNA content

Paired-like homeodomain 2 (PITX2) is a member of RIEG/PITX homeobox family
and acts as a transcription factor. It plays substantial roles in pituitary differentiation
and normal embryonic asymmetry. The P2 promoter methylation status of PITX2
gene is a validated prognostic marker in patients with breast and prostate cancer.
The aim of this study was to determine the possible association between PITX2
methylation status with clinicopathologic and molecular variables, and clinical
behavior of endometrial carcinoma (EC) patients. The PITX2 promoter methylation
levels were obtained by QM-PCR (real time MethylLight Quantitative Polymerase
Chain Reaction), in a series of 203 EC samples and 40 healthy endometrium
samples used as tissue control (TC). As a continuous variable, PITX2 methylation
levels were significantly higher in tumor than control group (p=0.03). In tumor
samples, the upper quartile methylation values (6.57%) exceeded the highest value
of TC (5.96%) so this variable was categorized into two groups known as: low (<6.6
%) and high (> 6.6%) methylation level. There was no association between PITX2
methylation status and clinicopathologic and molecular variables studied, except a
positive association with microsatellite instability (MSI) (p=0.006). However, those
patients with EC, with a high PITX2 methylation level and diploid DNA content had
a worse clinical outcome in survival univariate and multivariate analysis (p= 0.007,
HR 1.60, 95 % CI: 1.02-2.53, p = 0.04, respectively).This is the first report that
studies the PITX2 epigenetic alteration in EC. It shows the relationship with MSI
status and the potential prognostic utility in patients with tumors with diploid DNA

content.
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Conclusiones

1. El tracto de mononucledtidos repetidos A9 del exon 17 del gen EPHB2 estaba
alterado en los tumores de endometrio con inestabilidad de microsatélites (MSI), si
bien, su baja frecuencia mutacional sugiri6 que no era una diana de MSI, a
diferencia de lo que ocurrio6 en los tumores gastrointestinales.

2. Los genes del sistema de reparacion de roturas en la doble cadena del ADN con
tractos de mononucledtidos repetidos en regiones codificantes fueron una diana
mutacional de MSI frecuente en nuestra serie.

3. La alteracion simultanea dos o mas genes reparadores se asocié con una peor
condicion de las variables clinico-patologicas de interés clinico, tales como, el grado
histologico mas indiferenciado, la invasion vascular y el estadio mas avanzado.

4. No se observo metilacion del promotor del gen EPHB2 en nuestra serie.

5. La frecuencia de metilacion del gen EPHB4 fué menor que la descrita en los
tumores colorrectales y se relacioné con la edad mas avanzada de las pacientes y con
la metilacion del gen de la E-Cadherina.

6. La metilacion del EPHB4 pronosticd una peor supervivencia especifica del cancer
en el analisis univariante.

7. La metilacion del promotor de los genes SFRPs fué frecuente en nuestra serie.
Los porcentajes de metilacion eran mas elevados en los tumores que en el tejido
endometrial sano para los genes SFRP1, SFRP2 y SFRP5, pero no para el SFRP4.

149

o
e
=i
=
=
]
O




8. La metilacion de los genes SFRP1, SFRP2 o SFRP5 no se relacion6 con las
variables clinico-patologicas estudiadas ni con la evolucion clinica de las pacientes.

9. La metilacion de los genes SFRP1 y SFRPS se asocio positivamente con el MSI.
Los tumores con el SFRP1 metilado tenian el gen de la B-Catenina mutado y el del
APC metilado con mas frecuencia.

10. La metilacién conjunta de los genes SFRP1, 2 y 5 se relaciond con el estadio
mas avanzado, la infiltracion miometrial, la invasion vascular y con un tiempo
menor de supervivencia especifica del cancer en el analisis univariante.

11. El nivel de metilacion del promotor del gen PITX2 fué¢ mas elevado en los
tumores que en el tejido endometrial sano, y se asocié de forma directa con el MSIL.

12. La metilacion del gen PITX2 fue un marcador de peor prondstico en el grupo de
tumores de endometrio con un contenido diploide de ADN, tanto en el analisis
univariante como en el multivariante, en el que se incluyeron las variables clinico-
patologicas tradicionales.
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Conclusions

1. The repeated mononucleotides A9 tract in exon 17 of EPHB2 gene was altered in
endometrial tumors with microsatellite instability (MSI). In gastrointestinal tumors
was considered as MSI target gene, but not in endometrial cancer due to their low
mutational frequency.

2. In our series, double-strand breaks repair system genes with repeated
mononucleotides tracts at coding regions were a frequent MSI mutational target.

3. Simultaneously alteration in two or more double-strand breaks repair genes was
associated with a worse condition of clinicopathologic variables with clinical
interest like undifferentiated histological grade, vascular invasion and more
advanced stage.

4. The EPHB2 gene promoter was not methylated in endometrial cancer.

5. In endometrial cancer, the EPHB4 methylation frequency was lower than those
reported for colorectal tumors. However, it was associated with older patients and E-
Cadherin gene methylation.

6. In univariate analysis, EPHB4 methylation predicted a worse cancer-specific
survival

7. In our series, SFRPs genes promoter methylation was common. The methylation
percentages were higher in tumors than in healthy endometrial tissue for the genes
SFRP1, SFRP2 and SFRPS5, but not for SFRP4.
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8. The methylation of SFRP1, SFRP2 and SFRP5 genes was not related with
clinicopathologic variables studied or clinical outcome of patients.

9. SFRP1 and SFRP5 genes methylation was positively associated with MSI.
Furthermore, tumors with methylated SFRP1 had frequently mutated B-Catenin and
methylated APC genes.

10. In univariate analysis, the co-methylation of SFRP1, 2 and 5 genes was related
with advanced stage, myometrial infiltration, vascular invasion and shor cancer-
specific survival.

11. PITX2 gene promoter methylation level was higher in tumors than in healthy
endometrial tissue and it was directly associated with MSI.

12. The PITX2 gene methylation was a poor prognosis marker in the endometrial
tumors group with diploid DNA content in both, univariate and multivariate
analysis, which included the traditional clinicopathologic variables.
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Anexo 1. Informaciéon suplementaria

Tabla 1. Secuencia de primers para el analisis del estado MSI

Secuencia de primers (5'-3")

F: TAC CAG GTG GCA AAGGGC A

BAT-25
R: HEX-TGC ATT TTA ACT ATGGCT C
BAT-26 F:CTGCGGTAA TCA AGT TTT TAG
i R: 6-FAM-AAC CAT TCAACATTT TTA ACCC
NR-21 F: AGT CGC TGGCAC AGT TCT A
R: 6-FAM-CTGGTC ACT CGC GTT TAC AA
NR-24 F:CTGAAT TTT ACCTCCTGA C
i R: NED-ATT GTGCCA TTGCAT TCC AA
F: AAC CAT GCT TGC AAA CCA CT
NR-27

R: HEX-CGA TAA TAC TAG CAA TGA CC

Abreviaturas: F= con sentido, R=sin sentido.
Buhard y col. (2006) J Clin Oncol 24:241-251.

Tabla 2. Secuencia de primers y condiciones de PCR para el estudio mutacional del
tracto A9 del gen EPHB2
Secuencia de primers (5'-3") Condiciones PCR"

. F: 6-FAM-CAC GAG ACG TCA CCA AGA AA
Genotipado 35¢/59°C
R: CGC AAGAAC AGT CAT TGCTTT

.., F:CCT CCT GGT GCT CTA TCC AC
Secuenciacion 30c/55°C
R: TGG ACA CAT CGC ATG AAT CT

* (c=ntmero de ciclos/ temperatura de anillamiento). Abreviaturas: F= con sentido,
R=sin sentido. Alazzouzi y col. (2005) Cancer Res 65:10170-10173




Tabla 3. Secuencia de primers y condiciones de M SP para el estudio del estado de metilacion

Gen Secuencia de primers F (5'-3") Condiciones PCR” Referencia
MLH1 UF:GAA GAG TGG ATA GTG ATT TTT AAT GT 300/55°C
UR: ATC TCT TCA TCC CTC TTC CAA AAA CAA AACA Dengy col. (1999)
MF: AGC GGA TAG CGA TTT TTA ACG C 35¢/60°C Cancer Res 59:2029-2033
MR: TCT TCG TCC CTC CCT AAA ACG
MGMT UF: TTT GTGTTT TGA TGT TTG TAG GTT TTT GT 350/65°C
UR: AAC TCC ACA CTCTTC CAA AAA CAA AACA Esteller y col. (2000)
MF: TTT CGA CGT TCG TAG GTT TTC GC 35¢/58°C Cancer Res 60:2368-2371
MR: GCA CTC TTC CGA AAA CGA AACG
APC UF: GTG TTT TAT TGT GGA GTG TGG GTT 35¢/60°C
UR: CCA ATC AAC AAA CTCCCA ACA A Esteller y col. (2000)
MF: TAT TGC GGA GTG CGG GTC 350/57°C Cancer Res 60:4366-4371
MR: TCG ACG AAC TCC CGA CGA
E-Cadherina UF: GGT AGG TGA ATT TTT AGT TAA TTA GTG GTA 400/58°C
UR: ACC CAT AACTAA CCA AAA ACA CCA Lind y col. (2004)
MF: GGT GAATTT TTA GTT AAT TAG CGG TAC 35¢/65°C Mol Cancer 3:28
MR: CAT AAC TAA CCG AAA ACG CCG
EPHB2 UF:TGT TTT TGT TAG TTG TGT TAG ATG T 350/58°C
UR: CAA TAA TCT CTC CCA ACA CT Alazzouziy col. (2005)
MF: TTG TTT TTG TTA GTC GCG TTA GAC 406/64°C Cancer Res 65:10170-10173
MR: CAA TAA TCT CTC CCG ACG CT
EPHB4 UF:TTT ATT AGA GGG TGG TGG GTG T 40¢/61°C
UR: CTA TCC AAA ACC AAA CAT ATC AAA Davalos y col. (2006)
MF: GTT TAT TAG AGG GTG GTG GGC 350/64°C Cancer Res 66:8943-8948
MR: TAT CCA AAA CCG AACATATCG A
SFRP1  UF:GTT TTG TAG TTT TTG GAG TTA GTG TTG TGT 35¢/66°C
UR: CTC AAC CTA CAA TCA AAA ACA ACA CAA ACA Suzukiy col. (2004)
MF: TGT AGT TTT CGG AGT TAG TGT CGC GC 356/69°C Nat Genet 36:417-422
MR: CCT ACG ATC GAA AAC GAC GCG AACG
SFRP2 UF:TTT TGG GTT GGA GTT TTT TGG AGT TGT GT 40¢/65°C
UR: AAC CCA CTC TCT TCA CTA AAT ACA ACT CA Suzuki y col. (2004)
MF: GGG TCG GAG TTT TTC GGA GTT GCG C 35¢/65°C Nat Genet 36:417-422
MR: CCG CTC TCT TCG CTA AAT ACG ACT CG
SFRP4  UF: GGG GGT GAT GTT ATT GTT TTT GTA TTG AT 40¢/65°C
UR: CAC CTC CCC TAA CAT AAA CTC AAA ACA Suzuki y col. (2004)
MF: GGG TGA TGT TAT CGT TTT TGT ATC GAC 350/65°C Nat Genet 36:417-422
MR: CCT CCC CTA ACG TAA ACT CGA AACG
SFRP5 UF:GTA AGA TTT GGT GTT GGG TGG GAT GTT T 350/66°C
UR: AAA ACT CCA ACCCAAACCTCACCATACA Suzuki y col. (2004)
MF: AAG ATT TGG CGT TGG GCG GGA CGT TC 350/66°C Nat Genet 36:417-422

MR: ACT CCA ACC CGA ACC TCG CCG TAC G

* (c=numero de ciclos/ temperatura de anillamiento). Abreviaturas: U: primers especificos para el ADN no metilado, M : primers

especificos para el ADN metilado, F: con sentido, R: sin sentido.
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Titulo: “Alteraciones genéticas y epigenéticas en el cancer de endometrio”
Autor: D2 Raquel Ramirez Moreno
Resumen de la tesis.

El cancer de endometrio es el tumor ginecologico pélvico mas frecuente en los paises desarrollados.
Generalmente se diagnostica en estadios iniciales, pero a pesar de su buen pronodstico, aproximadamente el 20% de las
pacientes mueren a causa de la enfermedad. Los objetivos planteados han sido estimar la incidencia, la relacion con las
caracteristicas clinico-patologicas y moleculares, y con la supervivencia de las pacientes, de las siguientes alteraciones
genéticas y epigenéticas: 1) mutaciones en los tractos repetidos del gen EPHB2 y de los genes miembros del sistema de
reparacion de roturas de la doble cadena de ADN, 2) metilacion del promotor de los genes EPHB2, EPHB4, SFRPs y
PITX2.

Conclusiones:

El tracto de mononucleodtidos repetidos A9 del exon 17 del gen EPHB2 estaba alterado en los tumores de
endometrio con inestabilidad de microsatélites (MSI), si bien, su baja frecuencia mutacional sugirid6 que no era una
diana de MSI, a diferencia de lo que ocurrid en los tumores gastrointestinales. Los genes del sistema de reparacion de
roturas en la doble cadena del ADN con tractos de mononucleétidos repetidos en regiones codificantes fueron una diana
mutacional de MSI frecuente en nuestra serie. La alteracion simultanea dos o mas genes reparadores se asocidé con una
peor condicion de las variables clinico-patologicas de interés clinico, tales como, el grado histologico mas
indiferenciado, la invasion vascular y el estadio mas avanzado. No se observé metilacion del promotor del gen EPHB2
en nuestra serie. La frecuencia de metilacion del gen EPHB4 fue menor que la descrita en los tumores colorrectales y se
relaciond con la edad mas avanzada de las pacientes y con la metilacion del gen de la E-Cadherina, y ademas con una
peor supervivencia especifica del cancer en el andlisis univariante. La metilacion del promotor de los genes SFRPs fue
frecuente en nuestra serie. Los porcentajes de metilacion eran mas elevados en los tumores que en el tejido endometrial
sano para los genes SFRP1, SFRP2 y SFRPS, pero no para el SFRP4. La metilacion de los genes SFRP1, SFRP2 o
SFRPS5 no se relaciond con las variables clinico-patologicas estudiadas ni con la evolucion clinica de las pacientes. La
metilacion de los genes SFRP1 y SFRPS5 se asocid positivamente con el MSI. Los tumores con el SFRP1 metilado
tenian el gen de la B-Catenina mutado y el del APC metilado con mas frecuencia. La metilacién conjunta de los genes
SFRPI, 2 y 5 se relaciond con el estadio mas avanzado, la infiltracion miometrial, la invasiéon vascular y con un tiempo
menor de supervivencia especifica del cancer en el analisis univariante. El nivel de metilacion del promotor del gen
PITX2 fue mas elevado en los tumores que en el tejido endometrial sano, y se asocié de forma directa con el MSI. La
metilacion del gen PITX2 fue un marcador de peor prondstico en el grupo de tumores de endometrio con un contenido
diploide de ADN, tanto en el andlisis univariante como en el multivariante, en el que se incluyeron las variables clinico-

patoldgicas tradicionales.
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