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1.1.- Epidemiologia

El cancer de mama és la neoplasia més freqilient entre les dones i la primera causa
de mort per cancer en dones als paisos occidentals, amb una incidéncia de 1,7 milions de

casos i 521.900 morts a nivell mundial el 2012."

S'estima que es diagnostiquen anualment a Catalunya 4.675 casos nous de cancer de
mama’ incidéncia semblant a I’europea’ i nord-americana.'

Els avencos terapéutics i la implantacioé de mesures de diagnostic precog han permeés
reduir significativament la taxa de mortalitat per cancer de mama a Europa® i América del
Nord.* A Catalunya també s’observa una millora de la supervivéncia als 5 anys,
objectivant-se entre els periodes 1985-1989 i1 1995-1999, un increment significatiu d’un

66,7%" a un 80.9%.>

1.2.- Etiologia

El desenvolupament del cancer de mama ¢s un procés complex i multifactorial on
intervenen factors hormonals i reproductius, el sexe, 1’edat i factors genetics. La majoria
dels tumors son esporadics mentre que entre un 15 i un 20% dels casos es presenten en un
context d’agregacio familiar de cancer de mama. S’estima que entre un 5 i un 10% dels
casos de cancer de mama poden atribuir-se a mutacions en gens d'alta penetracié (els gens
BRCAI 1 BRCA2) que es transmeten mitjangant un patrd d'heréncia autosomica dominant.
Les dones portadores de mutacions en aquests gens tenen entre un 40 i un 80% de

probabilitats de desenvolupar la malaltia.® La identificacié de diversos gens associats a
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sindromes de predisposicié hereditaria al cancer ha permés una valoracié individualitzada
del risc de desenvolupar cancer de mama i recomanar estratégies de prevencio i cribratge a

fi d’aconseguir una deteccid precog, i disminuir-ne la incidéncia i mortalitat.’

Entre els factors de risc epidemiologics destaquen aquells associats a una major
exposicid a les hormones reproductives femenines, inclosos la menarquia primerenca, la
menopausa tardana, 1’edat avangada, 1’Gs de tractament hormonal substitutiu a la
menopausa, i la nuliparitat.® L’estil de vida també jugaria un paper clau. El consum
d’alcohol s’associa a cancer de mama’ i ’obesitat seria també un factor de risc; en dones
postmenopausiques de cancer de mama receptors hormonals positius i en dones
premenopausiques de cancer de mama triple negatiu.'™'" Per contra, la practica habitual

d'exercici fisic exerciria un efecte protector.'

1.3.- Factors pronostics

S’anomenen factors pronostics les variables que reflecteixen la major o menor
agressivitat d’una neoplasia quan aquesta es troba en un estadi limitat i determinen la
historia natural de la malaltia de forma independent a 1’administraci6 d’un tractament
adjuvant sistémic. La recerca de factors pronostics va dirigida a establir una série de
parametres que permetin predir 1’evolucié dels pacients. Els factors prondstics clinics i
patologics classics en cancer de mama son: 1’afectacid ganglionar, la mida tumoral, el grau
de diferenciacio histologic, el tipus histologic, la invasié limfovascular i la capacitat de
proliferacio cel-lular. Variables demografiques de la pacient, com son I’edat al moment del
diagnostic i 1’estat de la funcié ovarica, o la raga, també podrien influir en I’evolucio pero

no es poden propiament considerar variables prondstiques.
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1.3.1.- Factors classics

1.3.1.1.- Estat ganglionar

Classicament s’ha considerat que 1’afectacié dels ganglis limfatics ressecats durant
la cirurgia és el factor pronostic més important en cancer de mama. A major nombre de
ganglis amb preséncia de metastasis tumoral major risc de recaiguda a distancia i mort."> En
funcié del nombre de ganglis infiltrats s’han definit quatre grups principals: ganglis
negatius, de 1 a 3, de 4 a9, i 10 o més ganglis amb c¢l-lules malignes. L afectacié de 1-3
ganglis axil-lars disminueix la superviveéncia a 5 anys d’un 78% (sense infiltracio
ganglionar) a un 62%, mentre que en pacients amb 4 o més ganglis metastatics la

supervivéncia és del 32%."

Tradicionalment I’analisi dels ganglis limfatics s’havia avaluat mitjancant el
buidatge axil-lar (o limfadenoectomia axil-lar) dels nivells I i II axil-lar. Posteriorment, la
introduccié de la técnica del gangli sentinella ha permes evitar la limfadenoectomia axil-lar
en aquells casos en qué el gangli esta lliure de malaltia o presenta cel-lules tumorals aillades

17 micrometastasi  (0.2-2mm)'® o, en casos seleccionats, també amb

(<2mm),
macrometastasi (>2mm),'” minimitzant aixi la morbiditat secundaria al buidatge axil-lar,
com son I’alteracié de la sensibilitat de I’aixella i la cara interna del brag, o 1’aparicié de
limfedema de I’extremitat superior.’’?' Actualment la metodologia OSNA (One-Step
Nucleic Acid Amplification), técnica que quantifica el nombre de copies d’ARNm de la

ueratina CK19, permet l'analisi intraoperatoria del gangli sentinella d’una forma més
q p p gang

recisa i sensible.”? Quan el gangli sentinella presenta cél-lules tumorals amb una certa
p gang p
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quantia i hi ha un risc potencial que els ganglis secundaris tamb¢ estiguin infiltrats per

cel-lules malignes és necessaria la realitzacio de la limfadenoectomia.

1.3.1.2.- Mida tumoral

La mida del tumor ve definida per la mesura del component infiltrant del tumor. El
pronostic del cancer de mama esta influit per la mida tumoral independentment de
I’afectacié ganglionar axil-lar, risc que es manté en els seguiments a llarg termini.”> En
pacients amb tumors sense metastasis ganglionars, I’augment de la mida del tumor s’associa
a un augment de la mortalitat especifica per cancer de mama.>* Paral-lelament, 1’augment de
la mida del tumor es correlaciona també amb una major risc d’afectacid ganglionar

axil.lar.?

1.3.1.3.- Grau histologic

El grau histologic és una mesura de la diferenciacio del tumor i és un factor

pronostic en cancer de mama,’ especialment rellevant en tumors ganglis negatius.?’

Disposem de diferents classificacions. La més acceptada és la de Scarff-Bloom-
Richardson i es basa en tres caracteristiques: el nivell de diferenciacié tumoral, el grau de
pleomorfisme cel-lular i el nombre de mitosis presents, que permeten classificar-lo en 3
grups principals: tumors ben diferenciats (grau I), moderadament diferenciats (grau II) o
pobrament diferenciats (grau IIT).** Malgrat que el valor pronostic del grau histologic esta
ben establert, la seva pobre reproductibilitat i la variabilitat interobservador son dues de les

seves principals limitacions.”” Per aquest motiu, actualment s’empra la modificacid
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proposada per Elston i Ellis o modificaci6 de Nottingham, que permet una millor
concordanca entre els patolegs a 1’hora de la determinar el grau histologic i n’augmenta la
capacitat pronostica.”® La classificacié segons el sistema d’Elston i Ellis considera tres
caracteristiques del tumor: la formaci6 de tibuls o glandules, 1’atipia nuclear i el nombre de
mitosis. La suma de les puntuacions de cada un dels tres factors permet agrupar-lo en tres
grups: grau I o ben diferenciat (score 3-5), grau I o moderadament diferenciat (score 6-7) i
grau III o pobrament diferenciat (score 8-9). En estudis més recents basats en I’expressio
genica s’han desenvolupat index multigénics que permetrien una millor correlacié amb el

grau histologic del tumor.>"*

1.3.1.4.- Invasio limfovascular

La invasi6 limfovascular es defineix com la preséncia d’émbols tumorals a I’espai

° i s’ha relacionat a perfils biologics de major

endotelial proxim al carcinoma invasiu,’
agressivitat (alt grau histologic, manca d’expressido dels receptors hormonals, ganglis
positius).” La invasié limfovascular és un factor pronostic reconegut en pacients amb
cancer de mama i ganglis negatius associant-se a un major risc de recidiva i mort per cancer

de mama.>*3°

1.3.1.5.- Subtipus histologic

El cancer ductal invasiu o infiltrant és el tipus histologic més freqiient de cancer de
mama i es presenta en el 80% dels casos.”’® Existeixen altres subtipus histoldgics associats

a diferents pronostics.*®
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El carcinoma lobellar invasiu és el segon subtipus més freqiient (5-10%)*** i sol

diferir del carcinoma ductal invasiu per presentar una major multifocalitat, multicentricitat i
bilateralitat,® presentar-se en pacients de major edat, amb tumors receptors hormonals
positius, baix grau nuclear, invasioé limfovascular menys freqlientment i amb estadis més
avancats al diagnostic.’**' El perfil de disseminacié també sembla diferir del carcinoma
ductal infiltrant observant-se més freqlientment metastasis a leptomeninges, peritoneu,
retroperitoneu, tracte gastrointestinal, organs reproductors i os, i un menor tropisme pel
pulmé, fetge i parénquima cerebral.*’ Pel que fa al seu valor prondstic quan es compara amb
el carcinoma ductal invasiu, els resultats dels estudis son controvertits.*** En un estudi
amb 12.206 pacients provinents de 15 estudis del grup International Breast Cancer Study
Group 1 amb una mitjana de seguiment de 13 anys, s’observa que, les pacients afectes d’un
carcinoma lobel-lar invasiu presentaven, els primers anys, un millor pronostic que aquelles
amb carcinomes ductals invasius pero, a partir dels 6 anys, un progressiu major risc de

recaiguda i, a partir dels 10 anys, una pitjor supervivéncia.”

Altres subtipus histologics menys freqiients com el papil-lar pur, el tubular i el
mucinds identifiquen fenotips menys agressiu que el de les pacients afectes de carcinoma

ductal invasiu.*®

1.3.1.6.- Capacitat de proliferacié tumoral: marcador Ki67

El Ki67 és un anticos monoclonal especific per un antigen nuclear i s’expressa
durant el cicle cel-lular en la fase de proliferacié (G, S, M i el final de la G;).** El seu
resultat depen del percentatge de cél-lules que expressen 1’anticos, dividint els pacients en

dos grups en funcio de si I’index de proliferacio €s alt o baix i permet establir una correlacié
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amb el pronostic.

Diversos estudis avalen el paper del Ki67 com a marcador pronostic en cancer de
mama.*™*” No obstant, la validesa clinica d’aquest marcador de proliferacio és controvertida
donades les limitacions técniques que en dificulten la seva reproductibilitat, una dificil
estandarditzacio i la falta d’homogeneitat entre estudis per establir el punt de tall per

determinar-ne el valor prondstic.

L’estudi de Cheang i col-laboradors* planteja que el marcador Ki67 permetria
diferenciar els subtipus moleculars de cancer de mama luminal A dels luminals B, prenent
com a punt de tall una expressido del 14%. Aquest punt de tall no ha estat posteriorment
validat. Els experts de St. Gallen han consensuat com a punt de tall una expressio del

marcador Ki67 del 20%.%

També s’ha observat que la preséncia d’una major expressio de Ki67 es
correlaciona amb [’abséncia dels receptors hormonals i la positivitat del marcador

HER2.5%3!

1.3.2.- Caracteristiques de les pacients

1.3.2.1.- Edat i estat menopausic

L’edat és un factor de risc associat a cancer de mama® i també un factor
prondstic.”>> El cancer de mama en pacients menors de 35 anys s’associa a major risc de
recaiguda i a caracteristiques histologiques adverses (alt grau histologic, alta expressio de

Ki67, invasio limfovascular i receptors hormonals negatius) en comparacié amb les pacients
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de major edat.>*> En estudis recents basats en I’expressié génica s’observa, en dones
menors de 40 anys, una major freqiiéncia dels subtipus moleculars triple negatiu i HER2

positiu i una menor freqiiéncia de cancer de mama luminal A.*®

1.3.2.2.- Raca

Les dones afroamericanes presenten pitjor superviveéncia que les pacients de raca
blanca.”” Les causes d’aquestes diferéncies son probablement multifactorials: diferéncies en
la biologia dels tumors,”® estadis més avancats al diagnostic,”’ i en el cas de la poblaci6

afroamericana caracteristiques socioeconomiques desfavorables.”

1.4.- Factors predictius

La informacié pronodstica és complementada amb el coneixement dels factors
predictius de resposta al tractament. Aquests sén un conjunt de variables biologiques
associades a la sensibilitat o resisténcia a un tractament sistémic. Entre aquests factors hem
de citar I’expressio dels receptors hormonals i 1’existéncia d’amplificaci6 de 1’oncogen
HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2). L’expressié dels receptors
hormonals s’associa a l'efecte terapéutic de 1’hormonoterapia, mentre que 1’amplificacio del

gen HER2 és factor predictiu de resposta als anticossos monoclonals trastuzumab,’™!

62,63
b B

pertuzuma i trastuzumab-emtansina (T-DM1)** i tamb¢ als inhibidors de la tirosina

cinasa de I’HER2 com es el cas del lapatinib® i el neratinib.*

10
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1.4.1.- Receptors d’estrogens i de progesterona

El receptor d’estrogens (RE) i el receptor de progesterona (RP) pertanyen a la
familia dels receptors esteroides. S’han descrit dues formes del RE: I’alfa (o) i la beta (B3),
codificades per gens diferents i independents. Ambdds tipus de receptors s’expressen en
diferents teixits. Concretament, el REa és el que s’expressa en les cél-lules de cancer de
mama 1 el que es determina a la practica clinica. Esta codificat per un gen localitzat al
cromosoma 14q22-q24, es sintetitza al citoplasma, i en abséncia de lligand es troba situat
majoritariament al citoplasma. La unié a ’estrogen activa una série de mecanismes que
impliquen la migracio del receptor al nucli cel-lular, la dimeritzacié del receptor i la unio
d’aquest dimer a seqiiencies especifiques d’ADN que indueixen la transcripcid dels seus
gens diana.’”® Per altra banda, el RP actua de forma semblant al RE: la unié al lligand
hormonal activa la traslocacié al nucli i la posterior uni6 a seqiiencies especifiques d’ADN,

promovent el reclutament de proteines coactivadores i I’activaci6 transcripcional.”

El 60% dels carcinomes de mama en dones menors de 50 anys expressen els
receptors hormonals, en comparacié al 80% en les dones postmenopausiques.”” La
positivitat dels receptors hormonals esta inversament relacionada amb el grau histologic’' i

’index de proliferaci6 cel-lular Ki677 i és un factor de bon prondstic reconegut.”>’*
p p g

La determinaciéo dels receptors hormonals es realitza mitjancant técniques
d’immunohistoquimica. El RE és un marcador nuclear que detecta si les cél-lules expressen
la proteina receptora dels estrogens. El métode que mesura el grau d’expressio del receptor
d’estrogen més emprat fou proposat pel grup d’Allred” i té en compte tant el percentatge de
cel-lules positives (valorat de 1’1 al 5) com la intensitat de la tinci6 (valorada de I’1 al 3). La

puntuacio final es calcula sumant ambdds valors. Es considera positiu si s’expressa amb una

11
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puntuacié igual o major a 3. E1 RP tamb¢ és un marcador nuclear que detecta si les cél-lules
expressen la proteina receptora de la progesterona, es mesura mitjancant el metode
d’Allred” i es valora com a positiu emprant el mateix llindar que pel RE (positiu si la suma

de les puntuacions d’intensitat i proporcié és igual o superior a 3).

L’expressio dels receptors hormonals no €s només factor pronostic sind que
representa també un factor predictiu de resposta a I’hormonoterapia.’®”’ En abséncia del RE
o del de progesterona, el tractament hormonal no té practicament impacte ni en la
recurréncia ni en la supervivéncia.”® A més, el grau de resposta al tractament hormonal es
correlaciona amb els nivells de positivitat del RE’ i la preséncia del RP sembla augmentar

el valor predictiu de resposta del RE a 1‘hormonoterapia.”®

Desafortunadament, no totes les pacients presenten resposta (d’inici o
posteriorment) al tractament hormonal. Aix0 és degut a la preséncia o adquisicié de
resisténcies al tractament hormonal.”” Diversos estudis demostren que la resisténcia al

tractament hormonal estaria mediatitzada per la via de la phosphatidylinositol 3-kinase

80,81

(PI3K)-Akt—mammalian target of rapamycin (mTOR)™™"" entre d’altres.

Encara que el metanalisi de I'EBCTCG (Early Breast Cancer Trialists’

Collaborative Group) suggereix que el benefici a la quimioterapia en pacients amb cancer

82

de mama es dona independentment de 1’estatus dels receptors hormonals,” estudis més

recents basats en I’expressié génica®**

suggereixen que en alguns subgrups de pacients
I’expressio de receptors hormonals s’associaria a un menor benefici del tractament amb

quimioterapia.

12
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1.4.2. Oncogen HER?

La familia de receptors ErbB (HER) pertany al subgrup tipus I de la familia de
receptors transmembrana amb activitat tirosina cinasa. Esta integrada per quatre membres:
ErbB1/EGFR (HERI), ErbB2/Neu (HER2), ErbB3 (HER3) i ErbB4 (HER4), els quals,

comparteixen un elevat grau d’homologia. La seva estructura consta de tres dominis:

1. El domini extracel-lular, situat a la zona N-terminal, la funci6 principal del qual

¢s el reconeixement del lligand i la formacio6 del dimer.

2. El domini transmembrana, lipofilic, el qual permet 1’ancoratge del receptor a la

membrana cel-lular.

3. El domini intracel-lular, que té activitat biologica. El canvi conformacional del
domini extracel-lular causat per la formaci6 del complex receptor-lligand, permet

I’activaci6 del domini intracel-lular i, per tant, de 1’activitat cinasa del receptor.85

ErbB2 és un receptor orfe, a causa de I’abséncia d’un lligand conegut que 1’activi.
El domini extracel-lular t¢ permanentment exposat el bra¢ de dimeritzacié cel-lular i no
necessita d’un lligand que generi el canvi conformacional per activar-lo.***” Malgrat ser un
receptor autonom passa a ser funcional quan forma heterodimers amb qualsevol dels
receptors de la familia HER units a lligand.*® La seva activacié desencadena activitats
biologiques especifiques: supervivencia, proliferacid i diferenciacio cel-lulars, i inhibici6 de

I’apoptosi.

El gen que codifica pel receptor HER2 (ERBB2, més conegut com HER-2 o HER-

2/neu) esta localitzat al cromosoma 17¢21.5° L’amplificacio del gen HER2 s’observa en

1

un 20% de les pacients amb cancer de mama,”' i provoca un augment de I’expressio del

13
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receptor HER2. Diversos estudis han demostrat una bona correlacié entre I’amplificacié del

gen i la seva sobreexpressio proteica.””

L’amplificacié de I'HER?2 s’associa a multiples activitats biologiques especifiques
(proliferacié, desdiferenciacio cel-lular, mecanismes d’apoptosi i reparacié de I’ADN)** a
processos moleculars -alteracions de la Topoisomerasa II alfa (TOP24) i duplicaci6 del

95,96 iaun

centromer del cromosoma 17 (Chromosome 17 Enumeration Probe, CEP17)-
fenotip clinic agressiu.”””” El grup de Slamon fou el primer en demostrar ’impacte negatiu
de I’amplificacio del gen HER2 en el prondstic de les pacients amb cancer de mama.'®
L’amplificacio del gen HER?2 és també un factor predictiu de resposta als farmacs diana

anti-HER2: Trastuzumab,®"'"! Lapatinib,65 Pertuzumab,®*® Ado-trastuzumab emtansina (T-

DM1).** El benefici terapéutic del trastuzumab s’ha demostrat en diversos estudis en

103 101

pacients amb cancer de mama precog,’"'** localment avancat'® i malaltia disseminada

HER2 positiva.

No obstant, el paper del gen HER2 com a factor predictiu de resposta als citostatics i
I’hormonoterapia €s controvertit: 1’amplificacio d’HER?2 s’ha associat a un menor index de

104

resposta a tractaments com el CMF (Ciclofosfamida, Metotrexat i Fluorouracil) ™ o el

tamoxifé'” i per contra, I’amplificacié del gen HER2 podria predir una major sensibilitat a

107,108

la quimioterapia amb taxans'® i antraciclines. Aquest darrer punt sera discutit més

ampliament en un apartat posterior.

1.5.- Signatures d’expressio génica

El cancer de mama és una malaltia heterogénia.'” Els parametres clinics (edat, mida

14
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tumoral, afectacio ganglionar, grau histologic) i patologics (RE, RP o HER2) emprats a la
practica clinica diaria tenen un valor pronodstic i predictiu limitat. En aquest context, la
tecnologia de microarrays és una de les eines amb més potencial per a la identificacié de
biomarcadors prondstics i de resposta al tractament. Aquestes técniques permeten interrogar
de forma simultania 1’expressio de milers de gens en una sola mostra de tumor, classificant-
los en perfils d’expressié caracteristics.''“!"! Sota aquestes premisses, diversos estudis han
tingut com a objectiu la creacid de signatures d’expressid génica que permetrien una millor

aproximacié prondstica i predictiva.''?

1.5.1- Subtipus intrinsecs de cancer de mama

Les firmes genétiques han permeés la identificacid de quatre subtipus intrinsecs
principals de cancer de mama (basal-like, HER2-enriquit, luminal A i luminal B) i els
tumors amb expressié normal (normal-like), amb diferéncies significatives pel que fa a la

13114 posteriorment

incidéncia, factors de risc, pronostics i de resposta  als  tractaments.
s’identifica un cinqué subtipus molecular anomenat claudin-low.">"'® L’estudi dels subtipus
intrinsecs de cancer de mama requereix de metodes d’alta tecnologia i és econdmicament
molt costds. En aquest context, els estudis immunohistoquimics amb cinc marcadors (RE,
RP, HER2, EGFR i citoqueratina 5/6) permeten una classificacié aproximada a la de les

firmes genetiques.”®''” No obstant, la concordanca entre els subtipus intrinsecs de cancer de

mama i els subtipus basats en els marcadors immunohistoquimics no és exacta.'”

A continuacié s’exposen les principals caracteristiques dels diferents subtipus

intrinsecs de cancer de mama:
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Subtipus luminals: S’anomenen aixi pel fet de presentar un patré d’expressid
genica semblant al component epitelial luminal de la mama. Els tumors [uminal-like es
divideixen en els subtipus moleculars luminal A i luminal B, que es diferencien
principalment per un diferent nivell d’expressi6 dels gens de proliferacié MKI67, AURKA,
TOP2A, presentant els cancers luminal B pitjor prondstic que els tumors luminal A.''®
Concretament, els tumors luminal B solen presentar nivells alts de proliferacid, mutacions
de p53, i menor expressid del RE i dels gens reguladors del RE. Per contra, els tumors
luminal A presenten alta expressi0 de gens reguladors del RE i baixa expressio de
marcadors de proliferacié. En conjunt els tumors luminals representen el subtipus més
freqiient de cancer de mama (el subgrup luminal A el 30-40% dels cancers de mama i el
luminal B el 20%)."* Estudis convencionals d'immunohistoquimica indiquen que el
subtipus luminal de cancer de mama equivaldria a grans trets a aquells tumors amb

expressi6 del RE (tumors RE positius).'"®

HER-2 enriquit. Es caracteritza per una elevada expressio d’HER-2 i altres gens
propers a I’HER-2 al genoma, com per exemple ERBB2, GRB7 i FGFR4. Solen ser tumors
altament proliferatius i el 40% presenten mutacions de p53. Representen un 5-10% dels

cancers de mama.'*!?

Subtipus basal. Es caracteritza per una baixa expressio dels gens luminals en relacid
al receptor hormonal i I’HER?2, alta expressio dels clusters de proliferacié i alta expressio
del cluster basal. Aquest ultim inclou els anomenats gens basals: citokeratines epitelials,
com la CK5/6, 14, 1 17, EGFR, c-Kit, vimentina, p-caherina, fascina, caveolines 1 1 2, y
afcristalina. El subtipus basal comporta un pitjor pronostic, amb un predomini de

recaigudes a nivell visceral i cerebral, i menor tropisme ossi.''*
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Claudin-low. Es caracteritza per una baixa expressio de les proteines d’unid
claudines 3, 4 1 7 i ’E-cadherina junt amb la preséncia de marcadors epitelials de transicié
epiteli-mesénquima i caracteristiques de cél-lules mares de cancer. Des d’un punt de vista
clinic la majoria d’aquests tumors sén carcinoma infiltrants receptors hormonals negatius i
HER2 negatiu, amb un predomini de diferenciacié metaplasica i medul-lar. Representen el
7-14% dels tumors triple negatius, tenen pitjor pronostic que el subtipus luminal A, i un

prondstic semblant als subgrups luminal B, HER-2 enriquit i al subtipus basal.''®

Subtipus normal-like. El patr6é d'expressid geénica d’aquest subtipus molecular és
molt semblant al de les cel-lules basals epitelials i les cél-lules adiposes de la mama, i

presenta una baixa expressio dels gens caracteristics de les cél-lules epitelials luminals.

1.5.2.-Firmes genétiques

D’entre tots els perfils publicats, en destaquen dos (Oncotype DX i Mamamprint)

per haver donat lloc a tests que actualment ja es troben en fase de validacio prospectiva.

1.5.2.1.-Oncotype DX

L’analisi de 21 gens amb el Recurrence Score (RS, Oncotype DX®), es
desenvolupa a partir de 250 gens candidats seleccionats de la literatura i analitzant 447
pacients, la majoria amb tumors ganglis negatius, hormonosensibles, emprant RT-PCR
(Reverse transcription polymerase chain reaction) a fi d’examinar un nombre limitat de
gens en teixit parafinat. Dels 250 gens examinats, es seleccionaren 16 gens relacionats amb

el cancer, i 5 de referéncia, per calcular el RS a partir d’una formula matematica.
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L’avantatge d’aquesta técnica respecte altres firmes és que pot realitzar-se sobre teixit
parafinat no requerint teixit fresc congelat.'*’

Un analisi retrospectiu dels estudis NSABP B-20 i SWOG-8814 suggereix que no
tots els pacients amb tumors receptors hormonals positius es beneficien de la quimioterapia
adjuvant. Ambdos estudis recolzen 1’Gs de I’Oncotype DX 21-gene RS per definir aquell
subgrup de pacients que es beneficiarien de rebre tractament amb quimioterapia. A 1’estudi
NSABP B-20,* que inclogué pacients amb cancer de mama ganglis negatius, aquelles que
presentaven tumors amb un alt RS (>31) obtenien un major benefici de la quimioterapia
amb CMF o MF (Metotrexat i Fluorouracil) en el risc de recaiguda a distancia [relative risk
(RR) = 0.26, IC 95% 0.13-0.53]. Les pacients amb tumors amb baix-RS (<18) no es
beneficiaven de 1’addicié de quimioterapia (RR = 1.31, IC 95% 0.46-3.78). Pacients amb
tumors de risc intermig (18—30) tampoc semblava que obtinguessin un benefici significatiu
de la quimioterapia (RR = 0.61, IC 95% CI 0.24-1.59). A I’estudi SWOG-8814,** que
inclogué pacients amb cancer de mama i ganglis positius, s’objectiva que aquelles pacients
amb tumors amb alt-RS (>31) obtenien un benefici significatiu de la quimioterapia en
supervivéncia lliure de malaltia (SLM) [Hazard Ratio (HR) = 0.59, IC 95% 0.35-1.01]. No
hi havia benefici a la quimioterapia amb FAC en pacients amb tumors baix-RS (<18) (HR =
1.02, IC 95% 0.54— 1.93). Les pacients amb tumors amb RS-intermig (18-30) aparentment
tampoc semblava que es beneficiessin de la quimioterapia (HR = 0.72, IC 95% 0.39-1.31).

Els estudis TAILORx i RxPONDER son estudis fase III de validacio de la
platafroma Oncotype DX que permetra la identificaciéo d’aquelles pacients amb tumors
ressecats RE positius / HER2 negatius en les qué la terapia adjuvant endocrina sola és
suficient gracies a un inherent bon pronostic amb només tractament hormonal, a la falta de

benefici a la quimioterapia, o a ambdos factors.'?"'** L’estudi TAILORx esta dissenyat per
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pacients ganglis negatius, receptors hormonals positius i va finalitzar el seu reclutament el
2010. Recentment, se n’han publicat els primers resultats, on es confirma, en el subgrup de
pacients amb tumors amb baix-RS (<10), baixes taxes de recaiguda [98.7% (IC 95%, 97.9
to 99.2)].'"% L’estudi RxPONDER, dissenyat per pacients amb tumors de 1 a 3 ganglis

positius, finalitza el reclutament 1’octubre del 2015. Estem a 1’espera dels resultats.

1.5.2.2.- Mammaprint

El perfil d’Amsterdam de 70 gens (test comercialitzat com a Mammaprint®) es
realitza a partir de teixit congelat de mostres del Netherlands Cancer Institute. Els autors
varen incloure 98 tumors (78 tumors ganglis negatius, dels quals 34 desenvoluparen
metastasis durant un periode de 5 anys de seguiment). Comparant 1’expressio geénica dels
tumors mitjangant microarrays d'ADN, definiren una signatura formada per 70 gens.

El valor pronostic d’aquest perfil es va validar en 295 mostres independents de
pacients amb cancer de mama T1-T2 amb o sense afectacid ganglionar, que reberen o no
tractament adjuvant. Amb un seguiment de 7 anys la signatura va estratificar les pacients en
dos grups de risc. Les pacients classificades com de pitjor pronostic segons la firma
genética (180) presentaren un major risc de recidiva a distancia i mort que aquelles pacients
classificades com de bon pronostic (115) independentment de 1’estat ganglionar. El segon
estudi de validaci6 es realitza en una mostra de 302 dones de diferents institucions
europees, menors de 60 anys, amb tumors T1 o T2 sense afectacid ganglionar que no
reberen tractament complementari. Amb un seguiment de més de 10 anys, la firma genética
va predir de forma més acurada el risc de recaiguda a distancia i supervivéncia que els

criteris clinics classics.!?#!%
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El valor pronostic d’aquesta firma genética fou validat en una série de pacients amb
afectacio ganglionar. Aixi Mook i col-laboradors publicaren els resultats de 1’analisi de
Mammaprint en una seérie de 241 pacients amb tumors de mama T1 — T3, 1 a 3 ganglis
afectats, operats i amb una mediana de seguiment de 8 anys. La superviveéncia lliure de
metastasi a distancia i la supervivencia especifica per cancer de mama fou estadisticament
superior en el grup classificat com de bon pronostic per la firma genética.'*®

L’estudi MINDACT ¢s I’estudi fase III de validacié de la plataforma Mammaprint
que permetra la identificacio d’aquelles pacients operades de cancer de mama sense
afectacio ganglionar o amb 1 a 3 ganglis afectes en les qué la terapia adjuvant endocrina
sola és suficient gracies a un inherent bon pronostic amb només tractament hormonal, o a la
falta de benefici a la quimioterapia, o a ambdods factors. L’estudi de validacio aleatoritzava
les pacients en funcid de si existia discrepancia en el pronostic determinat de forma clinica
o bé per la plataforma genomica amb 1’objectiu de demostrar que la decisid de
quimioterapia adjuvant dirigida pel resultat genomic era millor que pel criteri clinic. Les
pacient de baix risc genomic i clinic rebien sempre hormonoterapia i aquelles d’alt risc
clinic i genomic rebien totes elles quimioterapia. L’estudi MINDACT finalitza el
reclutament el juliol del 2011."*" Els primers resultats han estat presentats a I’44CR Annual
Meeting 2016 '** detectant en les pacients d’alt risc clinic/baix risc genomic una
supervivéncia lliure de metastasi als 5 anys semblant, independentment que fossin

aleatoritzades a la branca de quimioterapia o no quimioterapia.
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1.5.2.3.- Firmes genétiques per predir la resposta a la quimioterapia

neoadjuvant

Finalment, esmentar que els tests moleculars especificament desenvolupats per
predir la resposta completa patologica (RCp) a la quimioterapia amb antraciclines i taxans
no han demostrat superioritat sobre els parametres clinicopatologics classics i no disposem

de resultats en supervivéncia.'**!?!

1.6.- Quimioterapia neoadjuvant

1.6.1.- Concepte de quimioterapia neoadjuvant i objectius principals

La terapia neoadjuvant, primaria, preoperatoria o d‘induccié en cancer de mama ¢és
aquell tractament sistémic que s’administra préviament al tractament quirargic o
radioterapic en casos de cancer de mama localment avancat no inflamatori (estadis III),
cancer de mama inflamatori, i cancer de mama operable (tumors > 2 cm).'*?
Els principals objectius de la quimioterapia neoadjuvant son:
1. Millorar les opcions quirargiques de les pacients (convertir tumors inoperables en
operables'* i convertir mastectomies en cirurgies conservadores).'**
2. Testar la sensibilitat del tumor al tractament sistémic (informacié pronostica i
predictiva).
3. Aconseguir una RCp, que s’ha proposat com a objectiu subrogat d’una millor SLM i

d’una millor supervivéncia global (SG).'**!*
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1.6.2.- Quimioterapia neoadjuvant i resposta completa patologica

La quimioterapia primaria €s un procediment terapcutic habitual a la majoria
d’unitats de patologia mamaria. Inicialment la quimioterapia neoadjuvant es va orientar en
casos diagnosticats de cancer de mama localment avancat, perfil de pacients amb mal
pronostic, en qué 1’aplicacié de tractaments locals havia demostrat una eficacia molt
limitada. La introduccié de la quimioterapia preoperatoria a la década dels setanta'’’ va
significar una millora substancial en els resultats d’aquestes pacients, en permetre un millor
control local i un augment de les taxes d’operabilitat. En el seguiment posterior, s’observa

que oferia un benefici en supervivéncia equivalent a la quimioterapia adjuvant.'*

L’experiéncia de la quimioterapia neoadjuvant en el cancer de mama localment
avancat va evolucionar al llarg de la década dels vuitanta i noranta ampliant la seva
indicacié als tumors operables d’entrada. El grup de Mila encapgalat per Bonadonna
introdui la quimioterapia preoperatoria a I’estadi II del cancer de mama."** Aixi, en aquells
tumors que en el moment del diagnostic presenten una mida que no permet una terapia
preservadora de la glandula mamaria, I’administracié d’un tractament previ a la cirurgia
permet reduir la mida del tumor i oferir posteriorment una cirurgia de conservacio de la
glandula, amb resultats en superviveéncia equivalents a la dels casos tractats amb el
tractament adjuvant.

La majoria de les pacients tractades amb quimioterapia preoperatoria experimenten
una resposta clinica i patologica. La definici6 més ampliament acceptada de RCp és
I’abséncia de tumor invasiu a la mama i els ganglis axil-lars al moment de la cirurgia,
independentment de la preséncia de component intraductal (ypT0/is ypNO0).'*’ La resposta

clinica completa no sempre es correlaciona amb la RCp. Aixi, els resultats dels diferents
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estudis mostren una taxa alta de respostes cliniques (49%-93%), i una taxa baixa de RCp
(4%-30%)."* Els esquemes de quimioterapia seqiiencials amb antraciclines i taxans
aconsegueixen una taxa de RCp entre el 26% i el 34%, superiors a les préviament assolides
només amb antraciclines. Els tractament prolongats de més de tres mesos que inclouen de 6
a 8 cicles de quimioterapia assoleixen taxes de RCp superiors als esquemes amb només 4
cicles (34-20% vs. 5-17%).'4-143

Els subtipus intrinsecs no luminals (HER2-enriquit i basal-like) presenten una major
taxa de RCp després de quimioterapia neoadjuvant quan es compara amb els tumors
luminals A i B."**'* En tumors HER2 positius la taxa de RCp pot arribar a ser del 40-66%
quan es combina la quimioterapia amb antraciclines i taxans i trastuzumab'®'* i del 46-
61% amb quimioterapia sense antraciclines i doble inhibicié amb trastuzumab-lapatinib'*® o
trastuzumab—pertuzumab.'*’

Diversos estudis suggereixen que la RCp prediu un millor pronostic en pacients amb
cancer de mama i per tant seria un potencial marcador subrogat de supervivéncia.'*'* Els
Gltims anys el nombre d’estudis de quimioterapia primaria ha augmentat."*® Els estudis de
quimioterapia neoadjuvant capturen objectius intermedis, com la RCp, amb I’esperanca que
increments en aquests es tradueixin en millores significatives en els objectius definitius
(SG). A diferéncia dels estudis adjuvants, els estudis neoadjuvants necessiten de menor
mida mostral, son menys costosos, i I’objectiu principal (generalment la RCp) s’assoleix en
mesos enlloc d’anys (a diferéncia de la SG). L’any 2013, la United States Food and Drug
Administration (FDA) concedi I’aprovacié accelerada al pertuzumab en estadis precogos o

51

localment avangats de cancer de mama HER2 positiu'' en base als resultats dels estudis

147,152

neoadjuvants, a l’espera dels resultats dels estudis confirmatoris en adjuvancia.
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D’aquesta manera s’obria la porta al registre de farmacs en base a estudis de quimioterapia
primaria.

Malgrat 1’entusiasme inicial dels investigadors, pacients i les agéncies reguladores,
queden diverses preguntes per resoldre. Recentment, la publicacio d’un analisi combinat
d’estudis aleatoritzats per part de Patricia Cortazar i col-laboradors confirma el valor
pronostic de la RCp en pacients amb cancer de mama'> perd planteja dubtes respecte el seu
possible valor predictiu. L’analisi va incloure informacié de gairebé 12000 dones
diagnosticades de cancer de mama que havien participat en grans estudis randomitzats de
quimioterapia neoadjuvant. L’estudi confirma que les pacients que assolien una RCp
presentaven una millor supervivéncia lliure d'esdeveniments (SLE) (HR 0-48, IC 95%
0-43-0-54) i una millor SG (HR 0-36, IC 95% 0-30-0-44).">> Aquest efecte era més
pronunciat en pacients amb subtipus de cancer de mama més agressius (tumors triple
negatius i HER2 positius), resultats concordants amb estudis previs."”*'*> No obstant,
I’augment en la freqiiencia de les RCp entre els dos grups de tractament no s’associava a un
augment en la supervivencia, i per tant, I’estudi no aconseguia validar la RCp com a
objectiu subrogat de la SLE i SG (valor predictiu). S’han proposat diverses raons per
explicar aquest resultat. Primer, podria ser que una milloria en la taxa de RCp traduis una
milloria marginal de la resposta patologica en pacients ja de per se destinats a un bon
pronostic. En segon lloc, practicament tots els estudis analitzats van incloure pacients amb
subgrups heterogenis de cancer de mama (tumors amb alta expressio de receptors
hormonals dificilment assoliran una RCp després de la quimioterapia tot i gaudir d’un bon
pronostic). En tercer lloc, només en tres estudis (GeparQuattro,'”® NOAH,'” i
TECHNO'), les pacients rebien un tractament diana especific (trastuzumab) per un

subtipus especific de cancer de mama (tumors HER2 positius) i només les pacients de
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I’estudi NOAH rebien el trastuzumab post-operatoriament. De resultes, en la majoria
d’estudis el benefici incremental en la taxa de RCp fou baix (diferéncies en la freqiiéncia de
RCp entre grups entre 1’1 i 1’11%) mentre que per I’estudi NOAH arribava a ser del 20%
(35% en el grup de pacients tractades amb quimioterapia i trastuzumab vs. 15% en les
pacients tractades només amb quimioterapia). En aquest darrer estudi, un major nombre de
pacients assolien una millor SLE (benefici absolut del 13%), suggerint que es necessitarien
grans augments en la taxa de RCp per impactar en la supervivéncia;'® no obstant, haver
rebut el trastuzumab durant un any podria haver impactat en la milloria en superviveéncia.
Finalment, remarcar que algunes de les dones que assoliren una RCp van recaure, i moltes

amb malaltia residual es mantingueren lliures de malaltia.'>*'*®

1.7.- Marcadors predictius de resposta a les antraciclines

1.7.1.- Les antraciclines com a agents antitumorals

Les antraciclines (doxorubicina/adriamicina i epirubicina) soén uns dels farmacs amb

. N .. . . . 159 . 5 .y . ’
major espectre d’activitat antineoplasica. El mecanisme d’acci6 més acceptat ¢s la
inhibicié de la TOP2A, generant ruptures persistents de la cadena d’ADN.'*"!®' També
s’han descrit altres mecanismes com son la formacio6 de radicals lliures i els efectes directes

sobre la membrana plasmatica,'>*'%*

que permetrien explicar, en part, els efectes secundaris
derivats del tractament.

Les antraciclines son un dels pilars fonamentals de la quimioterapia del cancer de
mama. El metanalisi d’Oxford® demostra que el tractament complementari amb

antraciclines disminueix el risc relatiu de mort per cancer un 36% traduint-se en un 5% de

benefici absolut als 10 anys en SG. Per tant, la majoria de les pacients no es beneficien del
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tractament sistémic pero si s’exposen als efectes secundaris aguts (principalment la toxicitat
hematologica) i cronics (risc de segones neoplasies hematologiques,'® i toxicitat
cardiaca).'® Per aquest motiu resulta prioritaria la identificacié de marcadors predictius de
resposta a les antraciclines que ens permeti identificar aquelles pacients que es beneficiarien

del tractament.

Alguns estudis han observat que els tumors amb amplificaci6 del gen HER?2
presenten una major sensibilitat a les antraciclines.'®. De forma paral-lela, I’amplificacio
del gen HER?2 s’ha relacionat amb I’amplificacié del gen de la TOP24 i per aquest motiu
s’ha postulat un hipotéetic paper de la TOP2A4 com a marcador predictiu de sensibilitat a les
antraciclines, si bé el resultat dels estudis sén també discordants. Donada la localitzacid dels
gens HER2 1 TOP24 a la regi6 cromosomica 17ql2-q21, zona que presenta fenomens
d’inestabilitat genética i de disfuncié en la reparacié de I’ADN,'**'*’ estudis recents s’han
centrat en la duplicaci6 del CEP17 com a potencial factor predictiu de resposta a les

antraciclines.

1.7.2.- HER2 com a predictor de resposta a les antraciclines

Com s’ha comentat anteriorment, el protooncogen HER?2, es localitza a la regio
cromosomica 17q12-21 i codifica la sintesi d’un receptor transmembrana amb activitat
tirosina cinasa.'®® L’amplificacié del gen HER2 s’observa en un 20% de les pacients amb
cancer de mama’' fet que condiciona la sobreexpressio proteica del receptor HER2,** i un
fenotip clinic agressiu lligat a un alt potencial metastatic i pitjor supervivéncia.'®
Afortunadament, durant la Gltima década, la superviveéncia de les pacients amb cancer de

mama HER?2 positiu ha millorat de forma substancial gracies a ’aparicié dels farmacs diana
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anti-HER-2: Trastuzumab,®"!0!:102.169.170 Lapatinib,65 Pertuzumab,*** i T-DM1.** No
obstant, el paper del gen HER2 com a factor predictiu de resposta a 'nhormonoterapia'® i als

104,106,171,172

citostatics ¢és controvertit.

El valor de la sobreexpressiéo i amplificaciéo del gen HER2 com a predictor de

resposta a les antraciclines, ha estat analitzat com a minim en quinze estudis clinics (Taula

107,108,165,173-188
1) 5 5 5

Taula 1. HER?2 amplificat i/o sobreexpressat com a predictor de resposta a les antraciclines.

Autor,Any | n* [ n” [ n° [ Disseny | Estadi | Tractament | Metodes | Resultat | P
Comparacié entre diferents régims amb antraciclines
Muss i al, FAC30 vs. FAC40 ot
1994198 114 | 397 | 1572 R I-1IT 5. FAC60 ¢ IHC Positiu <0.001
Del Mastro 1 Dosis denses FEC vs. . f
al, 2005'" 103 | 731 1214 R [-11I FEC estandard ® IHC Positiu <0.001
ggg})’fg% al, 265 | 2123 | 3176 R I-111 AC vs. A-C [HCiFISH | Negatiu | NS
Tibau i al, FEC75/FACG60 vs. .
2014186 24 137 140 R 1I-111 EC-T* FISH Negatiu NS
Régim amb antraciclines vs. Régim sense antraciclines

be Sggﬁ%‘? "I NR | 123 | 220 R LT | CMF-EV vs. CMF IHC Positiu® | 0.05
1;33;}7"3‘1’ 239 | 638 | 707 R 1111 PAF vs. PF* THC Positiu® | 0.02
ggg;?ﬁl’ 599 | 2034 | 2295 R 11111 AC vs. CMF ¢ IHC Negatiu | NS
DiLeoial, EC100 vs. EC60 vs. .
20015 56 481 777 R 1I-111 CMF* IHC, FISH Negatiu NS
DiLeoial EC100 vs. EC60 vs. .
200252 73 354 430 R 1I-111 CMF ¢ FISH Negatiu NS
12\/([)%1312‘3:5“‘ al o5 | s06 | 552 R 11111 CMF-A vs. CMF* IHC Negatiu | NS
2D(;OL4?8°8‘ al, 35 | 176 | 326 R v Avs.T IHCiFISH | Negatiu | NS
ZKél(;)sol‘?# al, 265 | 805 | 980 R L-1II FEC vs. CMF ¢ IHCiFISH | Negatiu | NS
%’é‘;ﬁ"‘ ial, 22 | 266 | 348 R 11 E vs. CMF * HC Negatiu | NS
Pritchard i al, d IHC, FISH .. g
20066 163 | 628 710 R 1I-111 FEC vs. CMF i PCR Positiu 0.02
?g;g?ﬁ ial 367 | 1762 | 2391 R L1 ECMF vs. CMF ¢ IHCiFISH | Negatiu | NS

* Nombre de pacients amb valor HER2 conegut que son HER2 positives

® Nombre de pacients amb valor HER2 conegut

° Nombre total de pacients inclosos a I’estudi

¢ Esquemes de quimioterapia adjuvant

¢ Esquemes de quimioterapia neoadjuvant

 Esquema amb dosis denses superior al subgrup de pacients HER2 positives

¢ Esquema amb antraciclines superior al subgrup de pacients HER2 positives

Abreviatures: A, adriamicina; AC, adriamicina, ciclofosfamida; CMF, ciclofosfamida, metotrexat, fluorouracil; D, docetaxel; E, epirubicina;
EC, epirubicina, ciclofosfamida; ECMF, epirubicina, ciclofosfamida, metotrexat, fluorouracil; EV, epirubicina, vincristina; FAC,
fluorouracil, adriamicina, ciclofosfamida; FEC, fluorouracil, epirubicina, ciclofosfamida; FISH, Fluorescence In Situ Hybridization; HER2,
human epidermal growth factor receptor 2; IHC, immunohistoquimica; NR, no reportat; NS, no significatiu; PF, mostassa de L-fenilalanina,
fluorouracil; PAF, mostassa de L-fenilalanina, adriamicina i fluorouracil; PCR, polymerase chain reaction; R, Retrospectiu; T, docetaxel.
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En deu d’ells '"#!77ITSISIISAISCISS o1¢ pesultats han estat negatius. Els treballs
inicials que suggerien que els tumors HER-2 positius presenten una major sensibilitat a les
antraciclines es basaven en analisis retrospectius de dos estudis on totes les pacients havien

rebut esquemes de tractament amb antraciclines.'””'%

Posteriorment, s’analitza
conjuntament el valor predictiu dels gens HER2 i TOP2A en estudis de petita mida mostral
que ja incloien esquemes de quimioterapia amb antraciclines i esquemes de quimioterapia
amb CME'6>!17317417TTI8LI84I88-190 N[y obstant, només un dels estudis tenia suficient poder

184,191 sent

estadistic per detectar diferéncies estadisticament significatives entre els grups,
I’estudi negatiu, resultats consistents amb els d’un recent metanalisi.'”> A aquest fet s’hi
afegeix la naturalesa retrospectiva de tots els estudis, limitacions en la disponibilitat de les
mostres, la variabilitat secundaria a les diferents técniques emprades en la determinacio de
’estat de I’HER2'>'™® i I'ts de diferents dosis i esquemes de quimioterapia amb

antraciclines (Taula 1).'*"'8

Caldria qiiestionar-se, doncs, si la sensibilitat a les antraciclines seria deguda a la
sobreexpressio/amplificacio del gen HER2 o aquest actuaria de biomarcador subrogat d’un
altre gen. Els estudis preclinics inicials no trobaren una relacid consistent entre la
sobreexpressié d’HER? i la sensibilitat a les antraciclines.'”*'”* Altres estudis demostraren
que les antraciclines eren capaces d’interferir amb el tall i relligat de la TOP2A,'** produint
lesions permanents a I’ADN.'®" Aquests estudis suggerien que ’associaci6 entre ’HER2 i la

sensibilitat a les antraciclines podria estar relacionada amb la TOP2A.
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1.7.3.- TOP2A com a predictor de resposta a les antraciclines

La proteina topoisomerasa-II alfa (TOP2A) pertany a la familia de les
topoisomerases, un grup d’enzims encarregats de modificar I’estructura terciaria de I’ADN.
La TOP2A juga un paper determinant durant la replicacio i transcripcioé de I’ADN aixi com
en la condensacié i segregacié cromosomica.'” La TOP2A actua produint ruptures
transitories a les cadenes d’ADN que permet la lliure rotacio de les dues helices d’ADN i el
pas dels complexos enzimatics responsables de la replicacié o de la transcripciéo de I’ADN

(Figura 1).

Figura 1. Mecanisme d’accié de la topoisomerasa II alfa (TOP2A). (a) La TOP2A és un enzim
homodimeéric format per tres dominis funcionals: ATPasa (part superior), domini de tall (B) i regi6
C-terminal (A). La TOP2A talla una de les helices (G), permeten el pas de 1’altra cadena d’ADN
intacta (T). Els farmacs inhibidors de la TOP2A actuen a nivell dels passos 3 o 4, estabilitzant les
ruptures de les cadenes d’ADN. (b) La TOP2A modifica I’estructura terciaria de I’ADN, permetent
el pas dels complexes replicatius i transcripcionals (adaptat de Schoeffler AJ, et al. O Rev Biophys
2008;41:41-101).
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L’enzim TOP2A ¢és la diana molecular dels inhibidors de la TOP2A
(antraciclines, etoposit)'”® encara que el mecanisme exacte de citotoxicitat no esta
plenament establert. Probablement aquests farmacs actuen augmentant el nombre
d’unions covalents de 1’enzim i I’ADN, estabilitzen els complexos ADN-TOP2A,
provocant 1’escissié6 mantinguda de la cadena d’ADN i la perdua de la seva funcio,
fenomen que en ultima instancia condueix a la mort cel-lular per apoptosi. Estudis in
vitro suggereixen que I’amplificacio del gen de la TOP2A conduiria a la sobreexpressio
de ’enzim TOP2A,"”*"® pero a diferéncia del gen HER2, estudis preclinics i clinics no
han confirmat que 1’amplificaciode la TOP2A presenti una relacié consistent amb la

199,200 - -
2% excepte en tumors altament proliferatius.*”’

sobreexpressid d’aquesta proteina,
Probablement, esdeveniments no genétics com la taxa de proliferaci6 cel-lular afecten la
seva expressio.'™ Per tant, I’expressio de la proteina TOP2A no sembla ser una
predictor fiable de la resposta als inhibidors de la TOP2A, malgrat ser la diana

molecular de les antraciclines. L’amplificacio del gen de la TOP2A4 podria emprar-se

com a marcador predictiu del tractament amb antraciclines.

El locus cromosomic huma 17ql12-q21 agrupa, a més del gen HER2, altres gens
entre els que es troba el gen de la TOP2A4 (Figura 2). Jarvinen i el seu grup foren els primers
en demostrar que I’amplico del gen HER?2 en realitat inclou com a minim dos amplicons i
que l’amplificacié de la TOP24A i I’HER2 son fendomens independents, encara que
s’associen amb una certa freqiiéncia (32-57% en tumors HER2 positius vs. 5-10% en
tumors HER2 negatius).'”® Altres estudis han demostrat que quan el gen HER? i el gen de la
TOP2A estan coamplificats, el nombre de copies de I’HER2 i de la TOP2A no son idéntics,

recolzant també aquesta tltima hipotesi.”*** Donat que I’enzim de la TOP2A ¢és la diana
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molecular de les antraciclines, seria possible que fos aquest gen i no el de I’HER2, el nexe

d’uni6 entre la malaltia HER2 positiva i la sensibilitat a les antraciclines.”"'

Figura 2. Detall del locus cromosomic huma 17q12-q21. Aquest amplico conté, a més del gen
HER? (fletxa vermella), altres gens entre els quals destaca el gen de la TOP24 (fletxa groga) que

codifica I’enzim T2A.

17p13

17p12
17p11.2

L’amplificacié de la TOP24 ¢és un fenomen poc freqiient en cancer de mama, amb
una prevalenca entre un 5 i un 10% segons els estudis més destacats.'”>'""'"*2 Diversos
estudis han analitzat el paper de la TOP24 com a marcador predictiu de resposta a les
antraciclines en cancer de mama amb resultats discordants.!”’-!83184203205 (Tayla 2). De
forma semblant a 1’analisi del gen HER?2, aquests estudis son de caracter retrospectiu, la

1.177.183,203.204
9

majoria de petita mida mostra o les pacients havien rebut només esquemes de

tractament amb antraciclines.'®**** Aixi, I"nic estudi amb suficient poder estadistic per
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detectar diferéncies estadisticament significatives entre els grups, que ja demostrava que
I’amplificacio del gen HER?2 no era el marcador predictiu de les antraciclines, també resulta

negatiu per la TOP24.'%"!

Taula 2. TOP24 amplificada i/o sobreexpressada com a predictor de resposta a les antraciclines.

A::;r’ n’ n’ n‘ | Disseny | Estadi Tractament Meétodes | Resultat P

Comparacioé entre diferents régims amb antraciclines

Tanner i d Escalada dosi FEC vs. L.d

al, 20062 48 391 525 R 11 FEC — CTCh © CISH Positiu 0.02

;‘)‘(')’;’fg% al | es | 2123 | 3176 R 1111 AC vs. A-C FISH | Negatiu | NS

ggelslszésal’ 1057 | 2990 | 3222 R LI | ACT vs. ACTH + TCH FISH | Positiu® | 0.04

;‘)ﬁi‘fsﬁ al 7 137 | 140 R I | FEC7S/FAC60vs. EC-T' | CISH | Negatiu | 0.054
Régim amb antraciclines vs. Régim sense antraciclines

?11 55’8 s | 161 | 481 | 777 R I | EC100i EC60 vs. CMF ¢ IHC Negatiu | NS

2K(§‘6’5°15’71 al )93 | 773 | 980 R 1111 FEC vs. CMF © FISH | Negatiu | 0.06

g 1;4(;“51;%3‘ 54 | 438 | 710 R 11111 FEC vs. CMF © FISH | Negatiu | NS

flarz%eltg}m 169 | 1762 | 2391 R LI ECMF vs. CMF © FISH | Negatiu | NS

ggelsfzésal’ 1057° | 2990 | 3222 R 11111 ACT vs. TCH FISH | Negatiu | 0.06

* Nombre de pacients amb tumors amb TOP2A amplificada i/o sobreexpressada

® Nombre de pacients amb status de la TOP24 conegut

 Nombre total de pacients incloses a I’estudi

4 Status de la TOP24 analitzat només en el subgrup de pacients HER2 positives

¢ Esquemes de quimioterapia adjuvant

" Esquemes de quimioterapia neoadjuvant

Abreviatures: A, adriamicina; AC, adriamicina, ciclofosfamida; ACT, adriamicina, ciclofosfamida, docetaxel; ACTH, adriamicina,
ciclofosfamida, docetaxel, i trastuzumab; C, ciclofosfamida; CISH, Chromogenic in situ hybridization; CMF, ciclofosfamida, metotrexat,
fluorouracil; CTCb, ciclofosfamida, tiotepa i carboplati; D, docetaxel; EC, epirubicina, ciclofosfamida; ECMF, epirubicina, ciclofosfamida,
metotrexat, fluorouracil; FAC, fluorouracil, adriamicina, ciclofosfamida; FEC, fluorouracil, epirubicina, ciclofosfamida; FISH, Fluorescence
In Situ Hybridization; IHC, immunohistoquimica; NS, no significatiu; R, Retrospectiu; TCH, docetaxel, carboplati, i trastuzumab.

Per altra banda, alguns estudis mostraren una clara correlaciéo entre els valor
predictiu de ’HER?2 i de les alteracions de la TOP2A4 (amplificacié/delecio)'** mentre
d’altres suggerien que el valor predictiu recauria en les alteracions de la TOP2A perd no en
les amplificacions de I’ HER2."72%

Recentment, els resultats de I’estudi BCIRG006°*** que comparava en pacients

amb tumors HER?2 amplificats dos esquemes de quimioterapia amb trastuzumab (ACTH,
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adriamicina, ciclofosfamida, docetaxel, i trastuzumab i TCH, docetaxel, carboplati, i
trastuzumab) amb un esquema de quimioterapia sense trastuzumab (ACT, adriamicina,
ciclofosfamida, docetaxel) suggeri que en aquelles pacients amb coamplificacid del gen
HER?2 i de la TOP24, no es demostrava superioritat d’un régim amb antraciclines a un
régim amb trastuzumab (ACT vs. ACTH, P d’interacci6 0.11 i ACT vs. TCH P d’interaccio
0.063). Aquests resultats estan oberts a diferents interpretacions. Per una banda, podria ser
que els tumors amb coamplificacié d’ambdos gens, la TOP2A4 fos necessaria per obtenir un
benefici de les antraciclines. Per altra banda, es podria interpretar que I’amplificacié de la
TOP2A4 fos un marcador de resisténcia al trastuzumab donat que aquelles pacients amb
tumors que presentaven una amplificacio de ’HER2 i la TOP2A no es beneficiaven
significativament d’afegir el trastuzumab. Finalment, en tumors HER2 positius,
I’amplificacié del gen de la TOP2A4 podria ser un marcador de quimiosensibilitat
generalitzada, donat que 1’esquema de tractament amb docetaxel, carboplati i trastuzumab
no demostra menor efectivitat que la branca amb antraciclines. L’estudi conclou que en el
subgrup de pacients HER2 positives i amb TOP2A amplificada es podria ometre la
quimioterapia amb antraciclines. No obstant, no proporciona informacié sobre el paper de
les antraciclines en el subgrup de pacients amb tumors HER2 negatives o amb duplicacio
del CEP17. Per altra banda, 1’estudi també conclou que la coamplificaci6 de la TOP2A4 en el
subgrup de pacients HER2 positives, i no I’amplificacié6 de I’HER2, seria el marcador
predictiu de resposta a les antraciclines.

Un altre aspecte pendent d’aclarir és el de les delecions de la TOP24, amb una
prevalenca global entre el 2-11%.'" Estudis previs associen les delecions del gen de la
TOP2A amb resisténcia als inhibidors de la TOP2A."*** Estudis més recents apunten en

sentit contrari.'”’
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S’hauria de restringir 1’us de les antraciclines a les pacients amb tumors HER2-
positius o TOP2A amplificada? Considerats conjuntament, aquests estudis no
aconsegueixen confirmar o refutar el possible paper d’aquests biomarcadors com a factors
predictius de sensibilitat a les antraciclines. A fi de resoldre aquestes qiiestions, Angelo Di
Leo i col-laboradors publicaren el 2011 un metanalisi'’> amb dades de pacients individuals
provinents de 5 estudis randomitzats que comparaven régims amb antraciclines amb régims
amb CMF.*"?!® Avaluaren de forma centralitzada ’estatus del gen HER2 i la TOP24
mitjancant FISH (Fluorescence In Situ Hybridization): ’estatus del gen HER2 en 3452
pacients i I’estatus de la TOP2A4 en 3102. Posteriorment calcularen els HR comparant la
SLE i la SG en ambdds grups de pacients i dues cohorts d’HER2 (tumors HER?2 ampificats
vs. HER2 no amplificats) i en tres cohorts de TOP24 (tumors amb TOP2A normal,
amplificada, o amb delecio). El resultat de I’estudi fou negatiu, no recolzant 1’Gs exclusiu de
les antraciclines només en pacients amb tumors HER2 amplificats o TOP2A alterada,

tancant d’aquesta manera un debat obert 15 anys abans.

1.7.4.- Duplicacié del CEP17 com a predictor de resposta a les antraciclines

Donada la localitzacio dels gens HER2 i TOP2A al cromosoma 17, estudis recents
s’han centrat en altres alteracions moleculars que es localitzarien a la regioé 17q21, incloses
alteracions en gens claus com HERI -3,18 p53,211 i BRCA1,*"? o variacions en el nombre de
copies de les regions subcromosomiques, com a potencials factors predictius de resposta a

les antraciclines. Concretament, estudis clinics recents!3%!36213

suggereixen que la
duplicaci6 del cromosoma 17 mesurada amb sondes centromériques (Chromosome

Enumeration Probe, CEP) actuaria com a potencial biomarcador de sensibilitat a les

antraciclines (Taula 3).
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Taula 3. Duplicacions del CEP17 com a predictor de resposta a les antraciclines.

Autor,Any | n* | n® | n° | Disseny | Estadi | Tractament | Métodes | Resultat | P
Comparacié entre diferents régims amb antraciclines
Tt | 3| 17 | 140 R I | FEC/FACvs.EC-T® | CISH | Positiu | 0.02

Régim amb antraciclines vs. Régim sense antraciclines

Bartlett i al

2010 406 | 1931 | 2391 R L-IIT ECMF vs. CMF ¢ FISH Positiu | 0.03
aplr”;é‘f;‘zid 253 | 639 | 716 R 11111 FEC vs. CMF © FISH | Negatiu | NS

* Nombre de pacients amb tumors amb el CEP17 duplicat

® Nombre de pacients amb valor del CEP17 conegut

 Nombre total de pacients inclosos a I’estudi

¢ Esquemes de quimioterapia neoadjuvant

¢ Esquemes de quimioterapia adjuvant

Abreviatures: CEP17, Chromosome 17 Enumeration Probe; CISH, Chromogenic in situ hybridization; CMF, ciclofosfamida, metotrexat,
fluorouracil; D, docetaxel; EC, epirubicina, ciclofosfamida; ECMF, epirubicina, ciclofosfamida, metotrexat, fluorouracil; FAC, fluorouracil,
adriamicina, ciclofosfamida; FEC, fluorouracil, epirubicina, ciclofosfamida; FISH, Fluorescence In Situ Hybridization; NS, no significatiu;
R, Retrospectiu.

No obstant, el mecanisme subjacent pel qual les duplicacions del CEP17
s’associarien a una major sensibilitat a les antraciclines no és ben conegut. Estudis
d’Hibridaci6 Genomica Comparada proposen que la duplicacié del CEP17 representaria
una duplicacié centromérica o de regions subcromosals (inclos el centromer), més que no
pas una duplicacié completa del cromosoma.’'®*2!%215 E| cromosoma 17 acull multiples
gens que juguen un paper central en cancer de mama i en gens de reparacido de I’ADN,
inclosos els gens BRCAI, TP53, HER2, i la TOP2A4.'*'*?" La regi6 cromosomica 17q12-
q21 presenta diversos fenomens d’inestabilitat genctica i de disfuncié en la reparacio de
I’ADN.'**!" Malgrat el gen HER2 és el gen més ampliament estudiat d’aquesta regio,
amplificacions i1 delecions dels gens veins, inclosos GRB7, CDC6, i TOP2A4, soén
freqiients.””” Un augment en el nombre de copies del CEP17 generaria, doncs, canvis
genomics claus, com per exemple amplificacié del gen HER2, amplificacié o deleci6 de la
TOP24, pérdua de p53 i perdua de BRCAI. Aquestes anomalies cromosomiques conduirien

a mecanismes de tumorogenesi (proliferacio cel-lular, angiogeénesi i inhibicié de
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I’apoptosi).'®*#!#22 A tall de conclusid, les duplicacions del CEP17 reflectirien la
inestabilitat cromosomica 1 disfuncié en punts claus de la reparacid6 de I’ADN, ambdods
fenomens lligats a sensibilitat a les antraciclines en estudis in vitro, podent explicar 1’efecte
clinic observat, no només en el cas de les duplicacié del CEP17 sind també en el cas de les

anormalitats de la TOP24 (delecions i amplificacions).”*

165,172,177,182,184,203
B > > 5 > amb

Recentment, en un analisi agrupat®’ de 5 estudis clinics
avaluacié centralitzada de la duplicacio del CEP17, apunta que aquesta, junt amb les

aberracions del gen de la TOP2A4, serien un marcador predictiu independent de sensibilitat a

les antraciclines, demostrant resultats consistents a través dels 5 estudis inclosos.

1.8.- Marcadors predictius de resposta als taxans

1.8.1.- Organitzacio del citoesquelet cel-lular

1.8.1.1.- Composicié dels microtibuls

El citoesquelet cel-lular és una estructura altament dinamica i organitzada, formada
per tres elements majoritaris: els microfilaments, els filaments intermedis i els microtubuls.
Els microtiibuls son components dinamics del citoesquelet cel-lular i participen en el
manteniment de la forma cel-lular, la motilitat i la divisié cel-lular, el transport
intracitoplasmatic i la regulacié de diverses vies de senyalitzaci6.*

Els microtubuls son estructures tubulars cilindriques, buides i rigides de 25nm de
diametre exterior i 12nm de diametre interior formades per subunitats de la proteina

globular tubulina. La tubulina és un heterodimer format per una subunitat o i una subunitat
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[ i és la unitat estructural del microtiibul. La tubulina és una de les proteines cel-lulars més
abundants, present a tots els organismes eucariotes; representa el 2-5% de les proteines de
I’epiteli cel-lular i el 10-20% de les proteines del teixit nervios d’animals superiors. La
majoria de ce¢l-lules eucariotes presenten diferents isoformes de tubulina, codificades per
diferents gens. Els dimers d’af-tubulina polimeritzen per unié cap amb cua mitjangant
enllacos no covalents formant protofilaments lineals. Posteriorment els protofilaments
interaccionen lateralment per contacte entre monomers del mateix tipus formant cilindres
helicoidals al voltant d’un eix central buit. El conjunt de tretze protofilaments forma el
microtibul (encara que in vivo s’han descrit microtubuls constituits entre 9 i1 15

protofilaments) (Figura 3).2%%%

Figura 3. Estructura del microtibul. Els microtubuls son estructures tubulars cilindriques
formades per subunitats de la proteina globular tubulina. La tubulina és un heterodimer format per
una subunitat a i una subunitat § que polimeritzen per uni6é cap amb cua formant protofilaments
lineals. Posteriorment els protofilaments interaccionen lateralment per contacte entre monomers del
mateix tipus formant cilindres helicoidals al voltant d’un eix central buit. El conjunt de tretze

protofilaments forma el microtiibul.

plus end

minus end

aff heterodimers Protofllaments Microtubule
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1.8.1.2.- Component dinamic dels microtibuls

Les funcions biologiques dels microtubuls estan regulades principalment per la
seva dinamica de polimeritzaci6 amb constants engalzaments i despolimeritzacions, de
manera que existeix un equilibri dinamic entre els polimers de microtibuls i la forma
soluble dels heterodimers de tubulina.”” Una caracteristica important dels microtabuls és
la seva polaritat. Degut a que els protofilaments es disposen de forma paral-lela
(determinada per I’assemblatge i orientacid dels heterodimers d’af-tubulina en una
mateixa direccid), el microtibul és una estructura polar. Un extrem esta compost per un
monomer d’a-tubulina (és ’anomenat extrem o pol negatiu) i, I'oposat, per un anell de 3-
tubulina (anomenat extrem o pol positiu). La velocitat d’elongacié del microtabul per
addici6 de tubulina és més rapid a D’extrem positiu que a I’extrem negatiu. Tan
I’assemblatge com el desassemblatge es donen preferentment i de forma més rapida i
extensa al pol positiu dels microtibuls perd hi predomina la polimeritzacio sobre la
despolimeritzacid. L’extrem positiu, per tant, és ’extrem de creixement del microtubul.
Per contra, al pol negatiu el microtubul és també polimeritzat, perd la incorporacio de

dimers de tubulina es dona a un ritme molt més lent.>!

La polimeritzaci6 implica dos tipus de contacte entre les subunitats de la tubulina:
les interaccions longitudinals o contacte cap-cua que generen un creixement longitudinal
dels protofilaments, i les interaccions laterals responsables de la formacioé de la paret del
microtibul. Els contactes longitudinals son més intensos que els laterals. La cinctica de
polimeritzacié del microtubul requereix també de dues moleécules del nucleotid GTP
(Guanosine Triphosphate). Una primera molécula de GTP, no hidrolitzable, es troba unida

a la subunitat a- en un extrem no intercanviable (N-site de 1’anglés non-exchangeable), on
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sembla que té un paper estructural, i una segona molécula de GTP, hidrolitzable, esta unida
a la subunitat - a I’extrem intercanviable (E-site de 1’anglés exchangeable) on pot unir-se o

bé a GTP o a GDP (Guanosine Diphosphate). 1.’addici6 del dimer de tubulina als extrems

.....

tubulina a la conformacié inactiva GDP. Aixi I’extrem d’un microtabul estara format
transitoriament per subunitats de tubulina-GTP i el centre del microtubul estara enriquit
amb tubulina-GDP. A D’extrem oposat del microtubul es dona aleshores 1’escur¢ament
d’aquest. Un dels parametres que determina 1’estabilitat d’un microtibul és la velocitat a la
qual la tubulina-GTP s’addiciona a I’extrem positiu. L’estat de creixement (transicio de
despolimeritzacid a polimeritzacid) s’anomena “estat de rescat” i 1’estat de decreixement
(transicio de polimeritzacio a despolimeritzacid) “estat de catastrofe”. L energia alliberada
en aquest procés permet la polimeritzacié dels heterodimers d’af-tubulina, la formacié del
microtdbul i la transici6 de I’estat de catastrofe a I’estat de rescat.** Diversos estudis
demostren que en una mateixa c¢l-lula mentre uns microtubuls estan despolimeritzant-se
(catastrofe) d’altres s’engalzen (rescat) i que un mateix microtibul pot oscil-lar
temporalment entre fases d’elongacid i escurgament, definint un comportament complex i
caracteristic dels microtiibuls que rep el nom d’inestabilitat dinamica.”*** Aixi la
polimeritzacié del microtabul mostra un equilibri dinamic amb el poo/ o magatzem
intracel-lular de dimers de tubulina. Aquest equilibri es manté per la incorporacié de dimers
lliures a les estructures polimeritzades i un alliberament dels dimers al pool soluble de la
tubulina.

Les funcions biologiques dels microtubuls estan regulades principalment per la seva
dinamica de polimeritzaci6 amb constants engalzaments i despolimeritzacions, de manera

que existeix un equilibri dinamic entre els polimers de microtibuls i la forma soluble dels
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heterodimers de tubulina, la integraci6 de les proteines associades a microtubuls
(Microtubule Associated Proteins, MAP) 1 la integracié dels isotips de P-tubulina (la

230

principal proteina dels microtiibuls).”™ A continuacié s’exposa amb major detall alguns dels

mecanismes de regulacié de la dinamica de polimeritzacié dels microtubuls.

1.8.1.3.- Proteines associades als microtubuls

Les MAP son proteines intracel-lulars que participen en el transport de vesicules a
través de la xarxa de microtubuls de la cél-lula i en la segregacio dels cromosomes durant la
mitosi. També col-laboren en 1’assemblatge de les subunitats de tubulina per a la formacio6
de microtibuls, i realitzen funcions d’estabilitzacié i comunicacié amb altres microtabuls
adjacents.”** Segons la seva funcié es distingeixen tres tipus de MAP: proteines estructurals,
com la proteina Tau; proteines casquet, com les MAP-2 i MAP-4; i proteines motores, com

la Kinesina i la Dineina.?*%%’

1.8.1.4.- Isotips de les tubulines

Existeixen multiples isotips de la B-tubulina. Aquests isotips representen una familia
de proteines altament homologues i que difereixen Unicament en un 4-16% de les
seqiiéncies d’aminoacids.”® Concretament, la majoria de les divergéncies es concentren en
els 10-15 aminoacids de la ultima seqiiéncia carboxi-terminal i les diferents seqiiéncies
carboxi-terminal sén el que determinen les diferents classes d’isotips de la p-tubulina.”***’

Com a minim, s’han descrit 8 isotips diferents de f-tubulina (classes I, 11, III, IVa, IVD, V,

VIi VII) (Taula 4).2%*%
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Taula 4. Isoformes de la B-tubulina.

Classe H?lil:ﬁ Expressio6 Regio C-terminal
1 HM40 Isotip predominant en la majoria de cél-lules ATAEEEEDFGEEAEEEA
I HB9 Cervell ATADEQGEFEEEEGEDEA
I Hp4 Cervell, testicles; nivells elevats en alguns tumors en ATAEEEGEMYEDDEEESESQGPK
comparaci6 al teixit normal
Iva HpP5 Especifica del cervell ATAEEGEFEEEAEEEVA
IVb Hp2 Testicles ATAEEEGEFEEEAEEEVA
v ND Expressié ubiqua
VI Hp1 Especifica de determinades c¢l-lules hematopoétiques AKAVLEEDEEVTEEAEMEPEDKGH

Inicialment es pensa que els diferents isotips de les tubulines tenien funcions
especifiques a nivell cel.lular. Posteriorment, diferents estudis demostraren que els
diferents isotips tenien funcions redundants i que la substitucié d’un isotip per un altre
no alterava la funcié cel.lular.**' La majoria de cél-lules eucariotes presenten diferents
isoformes de tubulina, codificades per diferents gens.*** Les classes I i II de la -
tubulina son els isotips més abundants. La pIIl-tubulina inicialment es pensa que es
localitzava només a nivell neuronal i al teixit tissular. Posteriorment, 1’expressid
d’aquest isotip de la tubulina s’ha observat a la mitocondria i al citoplasma cel.lular
d’altres teixits. Per altra banda, s’ha objectivat una amplia distribucié dels subtipus I, II,
IIT i IV de pB-tubulina en teixit normal i de cancer de mama essent aquests 4 subtipus els

més ampliament expressats a aquest nivell**.

1.8.2.- Els taxans com a agents antitumorals

Existeixen dos grans grups d'inhibidors dels microtibuls: els que desestabilitzen els
microtabuls (p.e. alcaloides de la vinca, colquicina) i els que els estabilitzen (p.e. taxans i

epotilones). En concret, els taxans (paclitaxel i docetaxel) s’uneixen directament als
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microtibuls en un punt d’uni6 de la p-tubulina especific i diferent del lloc d’unié del GTP i
d'altres farmacs antitubulina com la vinblastina o la colquicina.*** Els taxans afavoreixen la
polimeritzacié del microtibul estabilitzant la seva despolimeritzacid, promouen les fases de
nucleacié i elongacio i redueixen la concentracié del pool de tubulina soluble necessari per
la polimeritzaci6.** De resultes, els microtabuls formats en preséncia del taxans sén molt
estables pero no funcionals; presenten una estabilitat inusual que provoca la inhibici6 del
dinamisme intrinsec dels microtibuls i, per tant, del seu funcionament. La desorganitzacio
de la dinamica dels microtibuls per part dels inhibidors dels microtubuls, comporta una
alteracio en les funcions citoplasmatiques del microtubuls en les cél-lules en interfase i la
disrupcio del cicle celular (fase G2/M) durant la divisio cel-lular. Els efectes d'aquests
farmacs tan en les cél-lules en interfase com en les cél-lules en divisid, comporta la mort

cel-lular per mecanismes encara no clarificats.”****

Els taxans (paclitaxel i docetaxel) son un dels farmacs amb major espectre
d’activitat antineoplasica. Aquest grup de farmacs son, junt a les antraciclines, un dels pilars
fonamentals de la quimioterapia en cancer de mama. Com s’ha apuntat anteriorment, el
metanalisi d’Oxford® demostra que el tractament complementari amb antraciclines oferia
en pacients amb cancer de mama precog¢ un 5% de benefici absolut als 10 anys en SG.
Aquest benefici augmentaria entre un 1 i un 3% addicional a I’afegir a un esquema de
quimioterapia amb antraciclines els taxans.**’

Actualment, no disposem de factors predictius de resposta a la quimioterapia amb
taxans. Entre els potencials biomarcadors proposats destaquen la proteina Tau i les
isoformes de la tubulina. Estudis preclinics suggereixen que I’expressio de la proteina Tau
modularia la sensibilitat de les cél-lules malignes als taxans.>**? Els treballs clinics

inicials suggerien que els tumors amb nivells d’expressido reduits de la proteina Tau
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presenten una major sensibilitat als taxans perd son estudis de petita mida mostral,
naturalesa retrospectiva, i on les pacients havien rebut només esquemes de tractament amb
251,253-256 . Y . . e e
taxans. Posteriorment, la publicacié de dos estudis amb major poder estadistic i ja
amb branca control no confirmaren aquests resultats.”>’ > Probablement les interaccions de
la proteina Tau amb el RE*® i complexos mecanismes de resisténcia (interaccié amb els
isotips de la tubulina,”***®' I’expressié de proteines de resisténcia a multiples farmacs o de

Bcl-22%%) influirien en aquests resultats.

1.8.3.- Proteina Tau com a mecanisme de resisténcia als taxans

La proteina Tau (50-64 kD) esta codificada pel gen MAPT (Microtubule Associated
Protein Tau) localitzat al cromosoma 17q21.°*> Consta de 6 isoformes diferents i la seva
activitat ve regulada per processos de fosforilacio via serina tirosina cinasa.”** Aquesta
proteina s’expressa majoritariament al sistema nervids central, i en menor proporcio, a
altres teixits de 1’organisme. Defectes en la proteina poden causar patologies del sistema
nervios central (p.e. deméncies com la malaltia d’ Alzheimer).?*>* La proteina Tau pertany
al grup de les MAP i juga un paper clau en I’assemblatge dels microtibuls.”*”**® La funcié
principal de la proteina Tau ¢€s la d’unir-se a la superficie dels microtubuls per estabilitzar-
los i promoure el seu assemblatge a partir de les subunitats de tubulina. La seva
sobreexpressié augmenta la polimeritzaci6 i disminueix la flexibilitat cel-lular.*®* A més, la
Tau actua com un inhibidor competitiu, ja que competeix amb farmacs com el paclitaxel,
ocupant els mateixos llocs d’uni6 als microtiibuls que aquesta substancia, perd amb major

reversibilitat. En conseqiiéncia, la preséncia de nivells reduits de la proteina Tau fa els
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microtibuls més accessibles i més vulnerables al farmac, circumstancia que suggereix que

la proteina Tau protegeix parcialment els microtibuls de la uni6 i efecte del paclitaxel.?”

1.8.3.1.- Valor predictiu de la proteina Tau

Com s’ha comentat préviament, estudis in vitro suggereixen que nivells reduits
d’expressio de la proteina Tau augmenten la sensibilitat de les cél-lules malignes als taxans

20232 B 1’ambit de la clinica el valor de I’expressi6 de la proteina

perd no a I’epirrubicina.
Tau com a predictor de resposta als taxans, ha estat analitzat com a minim en 9 estudis
(Taula 5).2"*32%27! Els treballs inicials que suggerien que els tumors amb nivells baixos
d’expressio de la Tau presenten una major sensibilitat als taxans son estudis de petita mida
mostral, naturalesa retrospectiva i on totes les pacients havien rebut només esquemes de
tractament amb taxans.”'*>*?°® Posteriorment, la publicacid de tres estudis amb major
poder estadistic i on ja s’incloia grup control sense taxans no confirmaren aquests
resultats. >’

A aquest fet s’hi afegeix la variabilitat secundaria a les diferents técniques emprades
en la determinaci6o de 1’expressié de la proteina Tau. Estudis anteriors, amb pacients
tractades amb quimioterapia neoadjuvant amb taxans, mostraren que una baixa expressio
dels nivells d’ARNm de proteina Tau (Tau negativa) s’associava a taxes més altes de
RCp.”*'*** No obstant, en estudis posteriors, aquests resultats no es replicaren i els nivells
d’expressio6 d’ARNm no resultaren ser bons predictors de la resposta a paclitaxel ni en
neoadjuvancia®’' ni en adjuvancia.”>’ Similarment, un estudi amb perfils d’expressio génica
realitzat en mostres de pacients amb cancer de mama tractades amb docetaxel tampoc

271

identifica la proteina Tau com a bon predictor de resposta als taxans.”"” Quan I’expressio de
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la proteina Tau s’avalua mitjancant teécniques d’immunohistoquimica, els resultats
; L 251254259 £ i : , ., ;

resultaren també contradictoris. Nivells baixos d’expressié de la proteina Tau

s’associaren a una major taxa de RCp en pacients amb cancer de mama que havien rebut

paclitaxel neoadjuvant,”’

o a millor supervivéncia en pacients amb tumors localment
avangats 0 metastatics tractades amb paclitaxel.”***® Per contra, quan I’expressio de la
proteina Tau analitzada per immunohistoquimica s’avalua en estudis amb major nombre de
pacients, aquests no s’associaren a un benefici del tractament amb taxans.?’ >

Donades les discrepancies entre estudis, 1’analisi retrospectiu de les 1942 pacients
amb cancer de mama de I’estudi NSABP B-28 en funcié de si els tumors eren RE positius o
negatius ofereix una possible explicacio.”® Una tendéncia no significativa d’una major
sensibilitat al paclitaxel en el subgrup de pacients RE negatius suggeria que les interaccions
de la proteina Tau amb el RE i el tamoxifé podien influir els resultats. En cancer de mama
I’expressié de la proteina Tau es correlaciona estretament amb 1’expressié del RE*® i
I’expressio d’ARNm amb D’estatus del RE,” de manera que els tumors RE negatius
presenten menor expressio de Tau que els tumors RE positius. Paral-lelament, la Tau s’ha
inclos en diverses signatures genétiques conjuntament amb el RE.*”> A més, el gen de la
Tau conté a nivell del promotor un element de resposta imperfecta als estrogens i és un gen
inductor d’estrogens en neurones, cél-lules de neuroblastoma i cél-lules MCF-7 in vitro,””>
23 suggerint que la Tau seria un coregulador del RE.*”> En conjunt, aquestes observacions
suggereixen, per una banda que I’expressio de la proteina Tau seria un marcador d’activitat
estrogeénica en cancer de mama, i prediria un benefici de la terapia antiestrogenica, i per
altra banda, podria parcialment explicar perque els cancers de mama RE negatius son més

sensibles a la quimioterapia amb paclitaxel. A aquest fet, s’afegeix que els mecanismes de

resisténcia son complexes i dificils d’explicar en base a un unic biomarcador. Es possible
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que el valor predictiu de la baixa expressio de la proteina Tau estigués modulat per altres

260,261

mecanismes moleculars, com la interaccié amb els isotips de la tubulina, o I’expressio

de proteines de resisténcia a miltiples farmacs o de Bcl-2.%%

Taula 5. Estudis que analitzen el valor pronostic i predictiu de la proteina Tau.

Autor. an - " n Tipus Tipus Estadi Esquema Meétode Valor Valor
> any estudi | tumor tractament | d’avaluacié | pronostic | predictiu
Estudis amb una vinica branca de tractament amb taxans
- 28 85 85 ARNm NA P<0.001
Rouzier i al. R cM I-11I P-FAC
2005 58 122 122 HC P=0.04
Mimori i al, LAi o i
20062 14 20 20 R CcG i P IHC NA Si
12{8’56%7‘1 al, NR 50 50 R cM | IV TAC™ | Microarrays NA No
%161;231 al, NR | 209Y82° | 267 R cM I-11I P-FAC® ARNm No P<0.001
ggggi‘i‘ ial, 20 35 35 R cM Ml pe HC NA Si
Shao i al, LA1i fg _ _
5010 28 54 54 R cM i P-CDDP THC P=0.008 | P=0.02
Régim sense taxans vs. Régim amb taxans
Galmarini i al, LA1i e
008> 121 173 326 R cM i Avs. T THC No No
| 157 314 ) ! ARNm
‘Pentheroggakls 595 R M LTI E-CMF vsi] No No
i al, 2009 127 269 E-P-CMF HC
. ) Subgrup
gg;gﬁi ial, 833 | 1942 | 3060 | R cM I-11I :g ;“;, HC RE+ No
) P <0.001

* Nombre de pacients amb tumors Tau positius

" Nombre de pacients amb estatus proteina Tau conegut

“ Nombre total de pacients inclosos a I’estudi

¢ Nombre de pacients amb estatus proteina Tau conegut on s’avalua el valor prondstic

“ Nombre de pacients amb estatus proteina Tau conegut on s’avalua el valor predictiu

" Esquemes de quimioterapia neoadjuvant

¢ Esquemes de quimioterapia metastatic

" Esquemes de quimioterapia adjuvant

' Estudi descriptiu, no es realitza analisi estadistic univariable o multivariable

Abreviatures: A, adriamicina; ARNm, acid ribonucleic missatger; CDDP, cisplati; CG, cancer gastric; CM, cancer de mama; CMF, ciclofosfamida,
metotrexat, fluorouracil; E, Epirubicina; FAC, fluorouracil, adriamicina, ciclofosfamida; IHC, immunohistoquimica; LA, localment avangat; M1,
metastatic; NA, no avaluat; NR, no reportat; P, Paclitaxel; R, Retrospectiu; RE+, receptor d’estrogens positiu; T, docetaxel; TAC, docetaxel,
adriamicina, ciclofosfamida.

1.8.3.2.- Valor pronostic de la proteina Tau

Per altra banda, alts nivells d’expressio de proteina Tau s’han associat de forma
significativa amb un millor pronostic tant en pacients amb cancer de mama precog™® com

en pacients amb cancer de mama avangat.>
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Introduccid

L’estudi de Putszai®® demostra que la coexpressié de la proteina Tau i el RE eren
factors de bon prondstic, i s’associaven a una millor SLM i millor SG. Aixi, els tumors RE
positius amb alta expressioé de la proteina Tau, respondrien al tractament hormonal, perd
serien poc sensibles a la quimioterapia amb paclitaxel. En el subgrup de pacients RE
negatius el valor prondstic de la proteina Tau no es confirma, perd s’observa una tendéncia

no significativa a una millor resposta al paclitaxel.

1.8.4.- Isotips de les tubulines com a mecanisme de resisténcia als taxans

L’estudi de les alteracions de la B-tubulina com a mecanisme de resisténcia als
agents antimitotics esdevé més complex pel fet que existeixen multiples isotips de la -
tubulina i probablement diversos mecanismes d’accié actuen a nivell d’una mateixa cél.lula.
S’han descrit dos mecanismes principals de resisténcia: la preséncia de mutacions del gen
de la B-tubulina i I’expressi6 alterada dels isotips de la B-tubulina. Aixi, s’ha demostrat que
mutacions de la B-tubulina de classe I conferirien resisténcia al paclitaxel.”’”® A més, estudis
en linies cel.lulars de cancer d’ovari i pulmé resistents al paclitaxel descriuen nivells
augmentats dels isotips I, II, III i IVa de la B-tubulina, quan es compara amb linies cel.lulars
sensibles al mateix farmac.”®’ S’ha hipotetitzat que la seva sobrexpressio alteraria la unio
dels heterodimers de tubulina reduint la taxa de polimeritzacié dels microtubuls o generant
dimers d’of-tubulina amb propietats intrinseques dinamiques alterades que els farien
menys sensibles als agents antitubulina.*®

A continuacié es detalla els resultats dels principals estudis en cancer de mama que

analitzen el paper dels diferents isotips de la 3-tubulina en aquest context.
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Introduccid

1.8.4.1.- pIlI-tubulina

El gen de la BlIll-tubulina es localitza al cromosoma 16, concretament al locus

genomic 16q24.3. Estudis preclinics mostren una correlacid entre la sobreexpressio de la

BIll-tubulina i resisténcia al paclitaxel.*****! Alguns estudis clinics suggereixen que la

sobreexpressio de la P-tubulina classe III s’associaria a un pitjor prondstic

277-280

/o a

resisténcia al paclitaxel.”’”*"® La taula 6 mostra els estudis que avaluen el valor pronostic de

la PIII-tubulina i la correlacid entre la seva expressio i la resposta al tractament a un taxa.

Taula 6. Estudis que analitzen el valor pronostic i predictiu de la proteina BIII-tubulina.

Autor. an o o e Tipus Tipus Estadi Esquema Meétode Valor Valor
»any estudi tumor tractament | d’avaluacié | pronostic | predictiu
Régim amb farmacs antitubulina vs. Régim amb firmacs antitubulina
Bernard-Marty LA 1 de
i al, 20012 20 | 31 54 R CM M1 T IHC NA No
Rosell et al, V CDDP i g h
200322 19 | 53 | 612 R CPCNP | III-IV P CBDCA © ARNm No NA
Paradiso i al, R Si!
200525 29 | 70 | 72 R CM v EP IHC No P =0004
Seve et al, P Plati vs. Si®
20053 40 | 91 91 R CPCNP | M-IV Gem Plati © IHC P=0.003 No
Ferrandina et ‘e Si"
al, 20062 26 | 54 | 62 Ps CO I-1v P Plati IHC P=0032 No
Seve et al, Reégim Si"
200727 22 | 40 | 40 R TOD v basat en P IHC P=0.03 NA
Seve et al Vv €DDP Si"
20 133 | 265 | 482 R CPCNP | M-IV VS. IHC No
2007 - P=0.07
Observacio
Seve et al, Reégim Si"
200827 23 | 49 | 51 R TOD v basat en P IHC P=0014 NA
Saurai al, AC-I vs.
201325 96 | 247 | 295 Ps CM I-111 AC-P ¢ IHC NA No
Régim sense taxans vs. Régim amb taxans
Galmarini i al, LAi e
200825 86 | 173 | 326 R CM M1 Avs. T IHC No No
Aoki et al, C Plati vs. Si’
2009256 53 94 | %4 R CO I-1v P Plati IHC NA P=002
Si"
i 157 | 314 | 595 - ARN N
o S Y T Bt i S Vo
’ 114 | 274 | 595 IHC No No

# Nombre de pacients amb tumors amb BlII-tubulina sobreexpressada
® Nombre de pacients amb estatus BIII-tubulina conegut

¢ Nombre total de pacients inclosos a I’estudi
4 Esquemes de quimioterapia neoadjuvant

¢ Esquemes de quimioterapia metastatic

" Esquemes de quimioterapia adjuvant

¢ Estudi descriptiu, no es realitza analisi estadistic univariable o multivariable
" Sobreexpressié de BIII-tubulina associada a pitjor pronostic
! Sobreexpressié de llI-tubulina associada a resisténcia a la quimioterapia basada en taxans.
Sobreexpressio de BllI-tubulina associada a benefici a la quimioterapia basada en taxans.
Abreviatures: ARNm, acid ribonucleic missatger; AC, adrimacina, ciclofosfamida; CDDP, cisplati; CBDCA, carboplati; CM, cancer de mama; CMF, ciclofosfamida, metotrexat,
fluorouracil; CO, cancer d’ovari; CPCNP, cancer de pulmo de cél-lula no petita; E, Epirubicina; Gem, gemcitabina; IHC, immunohistoquimica; I, ixabepilona; LA, localment
avancat; M1, metastatic; NA, no avaluat; P, Paclitaxel; Ps, Prospectiu; R, Retrospectiu; T, docetaxel; TOD, tumors d’origen desconegut; V, vinorelbina.
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1.8.4.2.- BI-, II- i IV-tubulina

Introduccid

Actualment es disposa de poca informaci6 clinica del paper de les f-tubulina classe

I, II1 IV en cancer de mama. La majoria dels estudis son exploratoris, petita mida mostral,

amb heterogeneitat de pacients, diverses dosis de tractament i en cas de la BlII-tubulina amb

I’anic estudi positiu totes les pacients havien rebut només tractament amb docetaxel.”®' Les

taules 7 1 8 que segueixen a continuacid sintetitzen els principals resultats dels estudis

publicats sobre el paper pronostic de la P-tubulina classe II i IV en cancer de mama.

Referent a la 3-tubulina classe I no es disposa d’estudis clinics.

Taula 7. Estudis que analitzen el valor pronostic i predictiu de la proteina BIV-tubulina.

Autor, any n* n” | n® | Tipus | Tipus | Estadi Esquema Meétode Valor Valor
estudi | tumor tractament | d’avaluacié | prondstic | predictiu
Estudis amb una inica branca de tractament amb taxans

Bernard- LA

Marty i al, 31 | 38 | 54 R CM T THC NA No
281 Ml

2001

Paradiso i al, ¢

200525 35 70 72 R CM v EP IHC No No

Régim sense taxans ys. Régim amb taxans
Galmarini i LA ¢
al, 20082 138 | 173 | 326 R CM Mi Avs. T IHC No No

* Nombre de pacients amb tumors amb BIV-tubulina sobreexpressada
® Nombre de pacients amb estatus BIV-tubulina conegut
“ Nombre total de pacients inclosos a I’estudi
¢ Esquemes de quimioterapia neoadjuvant

¢ Esquemes de quimioterapia metastatic
Abreviatures: CM, cancer de mama; E, Epirubicina; IHC, immunohistoquimica; LA, localment avancat; M1, metastatic; NA, no avaluat; P, Paclitaxel;

R, Retrospectiu; T, docetaxel.

Taula 8. Estudis que analitzen el valor pronostic i predictiu de la proteina BII-tubulina.

Autor. an NN - e Tipus Tipus Estadi Esquema Métode Valor Valor

>any estudi tumor tractament | d’avaluacié | prondstic | predictiu
Estudis amb una tinica branca de tractament amb taxans
Bernard-Marty i LAi de Sit
al, 2001 18 | 32 54 R CM Mi T IHC NA P=004
Régim sense taxans vs. Régim amb taxans
Galmarini i al, LAi e
200825 86 | 173 | 326 R CM Mi Avs. T IHC No No

* Nombre de pacients amb tumors amb BII-tubulina sobreexpressada
® Nombre de pacients amb estatus pII-tubulina conegut
“ Nombre total de pacients inclosos a I’estudi
¢ Esquemes de quimioterapia neoadjuvant

¢ Esquemes de quimioterapia metastatic
"'Sobreexpressio de BII tubulina associada a resisténcia a la quimioterapia basada en taxans. No es realitza analisi multivariat.

Abreviatures:; CM, cancer de mama; IHC, immunohistoquimica; LA, localment avancat; M1, metastatic; NA, no avaluat; R, Retrospectiu; T, docetaxel.
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2. HIPOTESI






Hipotesi

El benefici del tractament amb antraciclines i taxans en cancer de mama és modest i
els efectes secundaris a llarg termini no desdenyables. La identificacié de factors predictius
de resposta permetria millorar I'eficacia de la quimioterapia i minimizar les toxicitats
secundaries. Actualment no disposem de biomarcadors especifics per predir la resposta del
tumor a la quimioterapia amb antraciclines i taxans.

En el present estudi s’ha analizat un conjunt de potencials marcadors predictius de
resposta o resisténcia al tractament en una cohort de pacients amb cancer de mama estadis
IT i III tractades amb quimioterapia neoadjuvant amb antraciclines i taxans, emprant la RCp
com a marcador subrogat de quimiosensibilitat. Posteriorment s'ha avaluat el seu impacte en

la supervivencia.

Hipotesis:

1.- La sensibilitat a les antraciclines seria deguda a les duplicaciones del CEP17, potencial
marcador d’inestabilitat genomica i de disfuncié en la reparacio de ’ADN, i també deguda
a canvis genctics crucials de les regions pericentromériques del cromosoma 17 (p.e.
amplificacié de 'HER2, amplificaci6 del gen de la TOP24 o pérdues del gen BRCAI).

2.- Les pacients amb tumors amb baixa expressido de proteina Tau i dels isotips de la B-

tubulina es beneficiarien d’esquemes de quimioterapia amb taxans.
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3.- OBJECTIUS






Objectius

L’objectiu general d’aquest treball de tesi doctoral és 1’estudi de marcadors
predictius de resposta a esquemes de quimioterapia neoadjuvant amb antraciclines i taxans
en una cohort de pacients amb cancer de mama estadis II i Il emprant la RCp com a
marcador subrogat de quimiosensibilitat i 1’analisi de la implicaci6 pronostica d’aquests

mateixos marcadors.

Els objectius especifics d’aquest treball son els segiients:

Objectiu 1.- En relacio a les antraciclines:

- Explorar 1’associacio de les duplicacions del CEP17, I’amplificaci6 del gen HER2
i les alteracions del gen de la TOP24 i1 la RCp a la quimioterapia neoadjuvant amb
esquemes amb antraciclines.

- Determinar el valor pronostic de les duplicacions del CEP17, I’amplificacié del

gen HER? i les alteracions de la TOP2A en el mateix grup de pacients.

Objectiu 2.- En relacio als taxans:
- Analitzar l'associacié de la proteina Tau i els isotips de la B-tubulina amb la RCp a
la quimioterapia neoadjuvant amb antraciclines i taxans.

- Valorar la implicacié pronostica de la proteina Tau i els isotips de la B-tubulina.

57






4.- MATERIAL I METODES






Material 1 Métodes

4.1.- Principis étics

Aquest treball es dugué a terme conforme als estandards étics establerts en la
Declaracio de Helsinki, i comptant amb 1’aprovacié del Comité d’Etica de [IlInstitut

d’Investigacions Biomeédiques de Sant Pau.

4.2.- Disseny de ’estudi

En aquest treball s’estudiaren de forma retrospectiva 140 mostres de tumor de
pacients amb cancer de mama estadis II o IIl que reberen quimioterapia neoadjuvant amb
antraciclines i taxans a I’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau entre 1993 1 2010. En totes les
pacients el diagnostic s’havia confirmat mitjangant biopsia i cap d’elles havia rebut
préviament tractament amb cirurgia, hormonoterapia, quimioterapia o radioterapia. En
aquest estudi només es varen incloure pacients amb tumors HER2 positius no tractades amb
trastuzumab neoadjuvant. Es varen excloure aquelles dones amb carcinoma inflamatori o
tumors bilaterals. Cinquanta-cinc pacients reberen esquemes de quimioterapia neoadjuvant
amb antraciclines: FEC75 [5-fluorouracil (500 g/m?), epirubicina (75 mg/m?) i
ciclofosfamida (500 mg/m?)] cada tres setmanes per 4 o 6 cicles, n = 40, o FAC60 [5-
fluorouracil (500 mg/m?), doxorubicina (60 mg/m?) i ciclofosfamida (500 mg/m?)] cada tres
setmanes per 4 o 6 cicles, n = 15, entre 1993 i 2002. Vuitanta-cinc pacients reberen un
esquema de quimioterapia neoadjuvant amb antraciclines i taxans: EC-T [epirubicina (90
mg/m?) i ciclofosfamida (600 mg/m?) cada tres setmanes per 4 cicles seguit pel docetaxel

(100 mg/m?) cada tres setmanes per 4 cicles], entre el 2003 i el 2010. Per I’estadificacio del
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Material 1 Métodes

cancer s’empra la setena edicio del TNM.”® Per la resposta clinica al tractament s’avalua
mitjangant palpacid, mamografia, ecografia i en alguns casos també per ressonancia
magnética seguint els criteris RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors).**®
Totes les dones efectuaren cirurgia de la mama i I’extensio de la malaltia s’avalua en la
peca quirargica. Les pacients tractades amb FEC75 o FAC60 que presentaren resposta
parcial al tractament sistémic efectuaren la cirurgia i dos cicles addicionals de quimioterapia
amb FEC75 o FAC60 després de la cirurgia. Les pacients tractades amb I’esquema EC-T
efectuaren cirurgia de la mama després d’haver completat els 8 cicles de quimioterapia. Es
considera la irradiacié de la mama i de les arees ganglionars si existia indicaci6. Les dones
amb tumors receptors hormonals positius reberen tractament hormonal. El seguiment i
control de les pacients es feu seguint les guies cliniques.'******* Els resultats de seguiment
estaven disponibles en tots els casos. La mitjana de seguiment de les pacients fou de 64

mesos i la mediana de 52 (interval 7.2 mesos-15 anys).

L’objectiu principal de 1’estudi fou la RCp definida com 1’abséncia de tumor invasiu
a la mama i els ganglis axil-lars al moment de la cirurgia, independentment de la preséncia
de component intraductal (ypT0/is ypN0).'** Els objectius secundaris de ’estudi foren la
SLM, definida com el temps des de I’inici del tractament fins a la data de la primera
recaiguda (local, regional, contralateral o a distancia), un segon tumor primari, 0 mort per
qualsevol causa (independentment de quina es donés primer) i la SG que es defini com el
temps de I’inici del tractament fins la mort per qualsevol causa. Les pacients perdudes en el

seguiment es censuraren en 1’ultim contacte.
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4.3.- Mostres tumorals i realitzaci6 dels Tissue Microarrays

L’estudi histologic es va realitzar en 140 mostres incloses en parafina procedents de
core-biopsies obtingudes previ a I’inici del tractament neoadjuvant. Els blocs de parafina
s’emmagatzemaren a temperatura ambient. Les laminetes d’aquests blocs es tenyiren amb
hematoxilina-cosina. La identificaci6 de les mostres es realitza mitjangant un nombre
d’identificaci6 assignat a cada pacient.

Per cada cas es selecciona el bloc de parafina que contenia arees més representatives
de tumor infiltrant i d’aquests blocs es selecciona la zona amb més parénquima tumoral per
fer la seccié mitjancant un punx de 5 mm de diametre maxim. Cada un d’aquests tissue
arrays es col-loca ordenadament en un nou bloc de parafina, de manera que cada ftissue
array es podia identificar segons la seva posicid amb el cas al qual corresponia. Sobre
aquest material es realitzaren seccions seriades de 5-um per 1’analisi immunohistoquimica,
la hibridacio in situ amb fluorescéncia (Fluorescence In Situ Hybridization, FISH) i la

hibridacié cromogénica in situ (Chromogenic in situ hybridization, CISH).

4.4.- Estudi immunohistoquimic

A la taula que segueix a continuaci6 es descriuen els anticossos utilitzats a 1’estudi
immunohistoquimic, aixi com els clons, dilucions emprades, desemmascarament antigenic i

proveidors:
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Taula 9. Llistat d’anticossos emprats en els estudis immunohistoquimics.

Anticos Clon Dilucié Casa. Desemmz.ls?arament . Temps. )

comercial antigénic incubacié
RE EP1 Pre-diluida Dako PT Link pH High 8 min
RP PgR636 Pre-diluida Dako PT Link pH High 8 min
Ki67 MIB-1 Pre-diluida Dako PT Link pH Low 8 min
Herceptest® Policlonal Pre-diluida Dako PT Link pH High 30min
Tau 2B2.100 1:100 USBiological PT Link pH Low 20 min
BI-tubulina SAP.4GS5 1/2000 SIGMA PT Link pH Low 20 min
BII-tubulina 7B9 1/2000 SIGMA PT Link pH Low 20 min
BIII-tubulina SDL.3D10 1/300 SIGMA PT Link pH High 1 hora
BIV-tubulina ONS.1A6 1/350 SIGMA PT Link pH High 1 hora

Abreviatures: RE, receptors d’estrogens, RP receptors de progesterona
*Kit Dako (Ref. SK001). Es un farmacodiagnostic i les mostres es van processar seguint les instruccions del fabricant.

La sobreexpressio6 d’HER2 s’analitza emprant I’HercepTest assay (Dako). Els
tumors es classificaren com a RE o RP positius quan com a minim 1’1% de les cél-lules
tumorals presentava tincié nuclear.”®' La sobreexpressio de la proteina HER2 vingué
definida per una intensa i uniforme tincié de membrana (qualificacié 3+) en més del 30%
de les cél-lules amb tumor infiltrant.**> Per a I’index de proliferacié cel-lular Ki67 s’avalua
la proporcié de cél-lules positives (tincié nuclear), expressades en percentatges. El punt de

tall per considerar la seva positivitat fou >20%. *-**

Els resultats de la tinci6 per la proteina Tau i els isotips de la B tubulina (classes I,
IL, IIT i IV) s’obtingueren multiplicant el percentatge de cel-lules tenyides (0-100) per la
intensitat de tincioé -absent (0), débil (1), moderada (2), o elevada (3)-, obtenint un rang de 0
a 300. El punt de tall per determinar la “baixa” o “alta” expressio en tots els casos es
determina basant-nos en el valor de la mediana observat a la poblacio de pacients.”” Valors
> 10 foren considerats positius per la proteina Tau, i >210, >15, >30, >15, per la BI-, BII-

BIII- BIV-tubulines respectivament (Figures 4 1 5).

Les biopsies van ser avaluades a cegues per dos patolegs. Els casos amb resultats

discordants foren revisats per arribar a un acord.
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Figura 4. Expressi6 de la proteina Tau en teixit de cancer de mama, deteccid per

immunohistoquimica (objectiu x 20). (A) Baixa expressio (Tau negativa) (B) Alta expressio (Tau

positiva).

Figura 5. Expressi6 de la BIII-tubulina en teixit de cancer de mama, deteccid per
immunohistoquimica (objectiu x 20). (A) Baixa expressio (BIII-tubulina negativa) (B) Alta expressio

(BIII-tubulina positiva).
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4.5.- Hibridacio in situ

Mitjangant la técnica del FISH es va estudiar 1’estat del gen HER2 en tots els
tumors. L’estatus del gen de la TOP2A4 s’avalua mitjancant CISH, i per FISH en aquells
casos en que¢ s’havia obtingut un resultat equivoc. Estudis previs han demostrat una bona
correlaci6 entre FISH i CISH pel que fa a ’analisi del gen de la TOP24.%* Totes les sondes
emprades eren de Dako: HER2 FISH pharmDX i TOP2A FISH pharmDX. L’estudi del gen
de la TOP2A mitjancant la técnica del CISH requeri de sondes de color duals (TOP2A
CISH Dako). Tots els tests es dugueren a terme seguint les recomanacions del fabricant. Les
senyals fluorescents es van visualitzar en un microscopi de fluorescencia Olympus BXS51.
Per a la interpretacio dels resultats per FISH dels gens de la TOP24 i el HER2 es van
comptar com a minim 60 nuclis per cada mostra. El gen de la TOP24 s’avalua per CISH en
30 o més cel-lules tumorals per mostra. L’amplificacié de I’HER?2 es defini quan la ratio
HER2/CEP17 fou >2,**° I’amplificacié de la TOP24 quan la ratio TOP24/ CEP17 era >2,”
i la deleci6 de la TOP2A quan la relacio6 TOP24/ CEP17 era <0.8” seguint les
recomanacions del fabricant. El terme duplicacié del CEP17 es defini emprant com a punt

de tall > 1.86 senyals de CEP per cél-lula.'®!%

4.6.- Analisi estadistica

Les variable quantitatives es compararen emprant la prova ¢ de Student.
L’associacid entre variables categoriques es realitza amb la prova de khi al quadrat i la F de
Fisher. A 1’analisi univariable la relaci6 amb la RCp es valora emprant la distribucié de khi
al quadrat. Quan s’avaluaren els marcadors predictius de resisténcia a les antraciclines, el

model de regressio logistica per la RCp s’ajusta per 1’edat al diagnostic (< 50 vs. > 50 anys),
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la mida del tumor (T2 vs. T3 vs. T4), I’afectacio ganglionar (negativa vs. positiva), el grau
histologic (1 o 2 vs. 3), la quimioterapia neoadjuvant (FEC75/ FAC60 vs. EC-T), els RE
(negatiu vs. positiu), els RP (negatiu vs. positiu), 1’estat de I’HER2 (normal vs. amplificat),
I’estat de la TOP2A (no amplificat vs. amplificat), i I’estat del CEP17 (normal vs. duplicat),
en la primera part d’aquest treball. Quan s’avaluaren els marcadors predictius de resisténcia
als taxans, el model de regressid logistica per la RCp s’ajusta per 1’edat al diagnostic (< 50
vs. > 50 anys), la mida del tumor (T2 vs. T3 vs. T4), I’afectacié ganglionar (negativa vs.
positiva), el grau histologic (1 o 2 vs. 3), la quimioterapia neoadjuvant (FEC75/ FAC60 vs.
EC-T), els RE (negatiu vs. positiu), els RP (negatiu vs. positiu), I’estat de la proteina Tau
(negatiu vs. positiu), de la Bl-tubulina (negatiu vs. positiu), de la BII-tubulina (negatiu vs.
positiu), de la BIII-tubulina (negatiu vs. positiu), i de la BIV-tubulina (negatiu vs. positiu).
Per analitzar la magnitud de 1’associacid entre les variables considerades com a probables
predictores, s’expressaren els resultats amb Odds Ratio (OR) utilitzant un interval de

confianc¢a al 95 % (IC 95%).

La supervivencia i el temps de recidiva s’expressaren mitjangant les seves mitjanes i
es representaren amb les corbes de Kaplan-Meier. L analisi univariable i multivariable es
realitzaren utilitzant el model de regressio de Cox. La magnitud de 1’associacid s’expressa
amb HR emprant un IC 95%. En el model final s'han inclos aquelles variables que,
escollides després de realitzar models multivariables parcials, aportaven prediccio de forma
significativa des del punt de vista biologic i/o estadistic. Aixi, a la primera part d’aquesta
tesi, PHER?2 (normal vs. amplificat), I’estat de la TOP2A4 (no amplificat vs. amplificat), i
I’estat del CEP17 (normal vs. duplicat) com a variables individuals s’introduiren al model
de Cox ajustant-se pels factors prondstics tradicionals inclosos ’edat al diagnostic (< 50 vs.

> 50 anys), la mida del tumor (T2 vs. T3 vs. T4), I’afectacié ganglionar (negativa vs.
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positiva), el grau histologic (1 o 2 vs. 3), la quimioterapia neoadjuvant (FEC75/ FAC60 vs.
EC-T), els RE (negatiu vs. positiu) i el Ki67 (baix vs. alt). El model de regressiéo de Cox
s’empra en una estudi exploratori analitzant la combinacié de tumors que expressessin o bé
la TOP2A amplificada i/o bé la duplicacié del CEP17; al text s’han classificat i anomenat
com a combinacid de la TOP24 i duplicacions del CEP17. A la segona part d’aquest treball,
la proteina Tau (negativa vs. positiva), i la BI-, BII-, BIII- i BIV-tubulines (negativa vs.
positiva), s’introduiren al model de Cox com a variables individuals ajustant-se pels factors
pronostics tradicionals inclosos 1’edat al diagnostic (< 50 vs. > 50 anys), la mida del tumor
(T2 vs. T3 vs. T4), I’afectacio ganglionar (negativa vs. positiva), el grau histologic (1 o 2 vs.
3), la quimioterapia neoadjuvant (FEC75/ FAC60 vs. EC-T), els RE (negatiu vs. positiu),
I’HER2 (normal vs. amplificat), i el Ki67 (baix vs. alt). Les proves estadistiques
correspongueren a proves bilaterals, i un valor de P inferior de 0.05 va ser considerat

estadisticament significatiu (P<0.05).

El processament i analisi de les dades d’aquest estudi s’ha realitzat mitjangant el
programa estadistic SPSS versio 19.0 (Statistical Package for Social Sciences, Chicago, IL)

per Windows.

La selecci6 de pacients, realitzacid de 1’estudi i analisi de les dades es dugué a terme
seguint les guies REMARK (Reporting Recommendations for Tumour Marker Prognostic

Studies).”
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5.1.- Caracteristiques de les pacients

Les caracteristiques de les pacients i tumors es mostren a les Taules 101 11.

Taula 10. Caracteristiques clinico-patologiques de les pacients (n = 140).

Variables clinico-patologiques Nombre %

Edat al diagnostic

Mitjana + Desviacio tipica 53.7+£13.5
Mediana (rang) 51 (25.5-86.1)
=350 67 48
> 50 73 52
Estadi
11 50 36
m 90 64
Tumor primari
T2 39 28
T3 42 30
T4 59 42
Ganglis limfatics regionals
NO 47 335
N1 63 45
N2 26 18.5
N3 4 3
Grau histologic
1 11 8
2 63 45
3 66 47
Quimioterapia neoadjuvant
FEC/FAC 55 39
EC-T 85 61
Tipus de cirurgia
Tumorectomia 52 37
Mastectomia 88 63
Resposta patologica
Completa 13 9
Malaltia residual 127 91

Abreviacions: EC-T, epirrubicina, ciclofosfamida i docetaxel; FAC, fluorouracil, adriamicina i ciclofosfamida; FEC, fluorouracil,
epirrubicina i ciclofosfamida; N: estat ganglionar; T, mida del tumor.
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Taula 11. Biomarcadors analitzats (n = 140)

Variables immunohistoquimiques Nombre %
Receptors d’;gtrbgens 87 62
Pos1t11} 53 38
Negatiu
Receptors de progesterona
Positiu 68 48.5
Negatiu 72 51.5
Index de proliferacio Ki67
Baix 57 42.5
Alt 77 57.5
Valors perduts 6
HER?2
Positiu 24 17.5
Negatiu 113 82.5
Valors perduts 3
TOP24
Amplificacio 7 5
Delecio 6 4.5
Normal 124 90.5
Valors perduts 3
Duplicaci6 del CEP17
Positiva 13 9.5
Negativa 124 90.5
Valors perduts 3
Tau
Positiva 62 49
Negativa 64 51
Valors perduts 14
BI-tubulina
Positiva 58 45
Negativa 71 55
Valors perduts 11
BII-tubulina
Positiva 59 49
Negativa 61 51
Valors perduts 20
BII-tubulina
Positiva 60 48
Negativa 66 52
Valors perduts 14
BIV-tubulina
Positiva 56 43
Negativa 73 57
Valors perduts 11

Abreviacions: BI-tubulina positiva >210, negativa <210; BII-tubulina positiva >15, negativa <15; BIII-tubulina positiva >30,
negativa <30; BIV-tubulina positiva > 15, negativa <15; CEP17, Chromosome 17 Enumeration Probe; HER2, Human
Epidermal Growth Factor Receptor 2; Ki67 Alt > 20, Baix < 20%; Tau positiva >10, negativa <10; TOP24, Topoisomerasa
11 alfa.

Es van incloure 140 pacients, amb una edat mitjana de 53.7 + 13.5 anys. La majoria
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de les pacients presentaven tumors T3 o T4 (el 72%) i ganglis positius (el 66.5%); ambdods
factors explicarien en part la baixa taxa de cirurgies conservadores observada (37%).
Predominaren els tumors RE positius (62%) i HER2 negatius (82.5%). La quimioterapia
neoadjuvant amb un esquema seqiiencial d’antraciclines i taxans s’administra al 61% de les

pacients.

S’assoli una RCp en 13 pacients de 140 (el 9%). Quatre dones de 55 (7%) assoliren
una RCp després de 4 cicles de FEC75/FAC60 19 de 85 (11%) després dels 8 cicles d’EC-
T. Quaranta-sis pacients (33%) presentaren una recurréncia i 2 pacients (1.5%) es perderen
en el seguiment. Es donaren 44 morts (31%), 41 de resultes del cancer de mama i 3 degudes

a altres causes (dades no mostrades a les taules).

5.2.- Objectiu 1:

5.2.1.- Associacions de les duplicacions del CEP17 i les variables

clinicopatologiques

La Taula 12 mostra les associacions del CEP17 amb les caracteristiques de les
pacients i les variables tumorals. L’estatus d’HER2, la TOP2A i les duplicacions del CEP17
s’avaluaren en 137 peces tumorals (97%). L’amplificacio de ’HER2 es detecta en 23
mostres (17%), la TOP2A estava amplificada en 7 casos (5% dels tumors), les delecions de
la TOP24 en 6 mostres (4.5%) 1 la duplicacié del CEP17 en 13 mostres (9.5%). La
combinacié de I’amplificacié de la TOP24 i la duplicacié del CEP17 es troba en 20 casos

(el 14.5% dels tumors).
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Taula 12. Analisi univariable de 1’associacio6 entre les caracteristiques clinicopatologiques i ’estat del CEP17

Variables Mostres analitzades per ’estat del CEP17 (n=137)

Total (%) Duplicat(%) Normal (%) P’

Nombre 137 13 (9.5%) 124 (90.5%)

L 0.20

Edat al diagnostic 65 (47.5%) 4 (31%) 61 (49%)

i 28 72 (52.5%) 9 (69%) 63 (51%)

Estadi 0.83
I 49 (36%) 5(38.5%) 44 (35.5%)

I 88 (64%) 8 (61.5%) 80 (64.5%)

Tumor primari 0.60
T2 38 (28%) 5 (38%) 33 (27%)

T3 42 (31%) 4 (31%) 38 (30%)
T4 57 (41%) 4 (31%) 53 (43%)

Ganglis limfatics regionals 0.53
NO 46 (33.5%) 4 (31%) 42 (34%)

N1 62 (45.5%) 8 (61.5%) 54 (44%)
N2 25 (18%) 1 (7.5%) 24 (19%)
N3 4 (3%) 0 (0%) 4 (3%)

Grau histologic 0.49
1 11 (8%) 0 (0%) 11 (9%)

2 62 (45%) 7 (54%) 55 (44%)
3 64 (47%) 6 (46%) 58 (47%)

Receptors d’estrogens 0.61
Positiu 86 (63%) 9 (69%) 77 (62%)

Negatiu 51 (37%) 4 (31%) 47 (38%)

Receptors de progesterona 0.79
Positiu 68 (50%) 6 (46%) 62 (50%)

Negatiu 69 (50 %) 7 (54%) 62 (50%)

fndex de proliferacié Ki67 0.93
Alt 73 (55%) 7 (54%) 66 (53%)

Baix 60 (45%) 6 (46%) 54 (43.5%)
Valors perduts 4 0 4

HER?2 0.34
Amplificat 23 (17%) 4 (31%) 19 (16%)

Normal 112 (83%) 9 (69%) 103 (84%)
Valors perduts 2 0 2

TOP24 0.22
Amplificacio 7 (5%) 0 (0%) 7 (5.5%)

Delecio 6 (4%) 0 (0%) 6 (5%)
No aberracio 124 (91%) 13 (100%) 111 (89.5%)

Terapia neoadjuvant 0.98
FEC/FAC 53 (39%) 8 (61.5%) 76 (61%)

EC-T 84 (61%) 5(38.5%) 48 (39%)

Tipus de cirurgia 0.92
Mastectomia 86 (63%) 8 (61.5%) 78 (63%)
Tumorectomia 51 (37%) 5(38.5%) 46 (37%)

Resposta patologica 0.055
Completa 12 (9%) 3 (23%) 9 (7%)

Malaltia residual 125 (91%) 10 (77%) 115 (93%)

Abreviacions: CEP17, Chromosome 17 Enumeration Probe; EC-T, epirrubicina, ciclofosfamida i docetaxel; FAC, fluorouracil, adriamicina i
ciclofosfamida; FEC, fluorouracil, epirrubicina i ciclofosfamida; HER2, Human Epidermal Growth Factor Receptor 2; Ki67 Alt > 20, Baix <
20%; N, estat ganglionar; T, mida del tumor; TOP2A4, Topoisomerasa II alfa.
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La duplicacié del CEP17 no s’associa amb 1’amplificacio del gen HER2 (P = 0.16),
alt grau histologic (P = 0.49), negativitat del RE (P = 0.61), o alta expressio del Ki-67 (P =
0.93). Els tumors amb I’HER2 amplificat presentaven coamplificacié de la TOP2A4 en 3
casos (42.9%, P = 0.06), deleci6 de la TOP2A en 3 casos (50%, P = 0.02), i aneusomia del
CEP17 en 2 casos (40% P = 0.16). L amplificaci6 de ’HER?2 s’associava significativament
amb les alteracions de la TOP2A4 (amplificacions i delecions; P = 0.003) i amb les

anecusomies del CEP17 (P = 0.048) (dades no mostrades a les taules).

5.2.2.- Valor predictiu del CEP17, I'HER2 ila TOP2A4

A T’analisi multivariable, les duplicacions del CEP17 s’associaren a una major taxa
de RCp (OR 6.55, IC 95% 1.25-34.29, P = .026) i I’associacié amb I'amplificacié de la

TOP2A frega la significaci6 estadistica (OR 6.97, IC 95% 0.96- 50.12, P = .054; Taula 13).

Taula 13. Model de regressio logistica per la Resposta Completa Patologica.

RCp
Variable .
OR (IC 95%) P’

Receptors d’estrogens 1

Positiu 7.12 (1.69 - 30.03) 0.007

Negatiu
HER?

Normal 1

Amplificat 0.80 (0.18-3.59) 0.075
TOP24

No amplificat 1

Amplificat 6.97 (0.96 —50.12) 0.054
CEP17

Normal 1

Duplicat 6.55 (1.25-34.29) 0.026
TOP24 / CEP17°

Normal 1

Alterat 6.71 (1.66 —27.01) 0.007

* Model de regressid logistica ajustat pels factors pronostics coneguts (edat, mida tumoral, estat ganglionar, estat dels
receptors hormonals) i terapia neoadjuvant.

® Analisi combinant els tumors amb amplificacié del gen de la TOP24 i la duplicaci6 del CEP17.

Abreviacions: CEP17, Chromosome 17 Enumeration Probe; HER2, Human Epidermal Growth Factor Receptor 2; 1C 95%,
interval de confianca al 95%; OR, odds ratio; RCp, Resposta completa patologica; TOP24, Topoisomerasa I alfa.
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Quan les amplificacions de la TOP24 i la duplicaciéo del CEP17 es combinaren,
observarem una associacié amb la RCp, sent les diferéncies significatives (OR 6.71, IC

95% 1.66-27.01, P = 0.007; Taula 13).

Les delecions de la TOP24 (P = 0.42), I’analisi combinat de les amplificacions i les
delecions de la TOP24 (P = 0.08) i I’amplificaci6 del gen HER2 (P = 0.07) no mostraren

una associacio significativa amb la RCp.

Quan la RCp es valora en funci6 del tractament rebut, les duplicacions del CEP17
foren els nics factors associats a resposta a FEC70/FAC65 (OR 14, IC 95% 1.42-137.32, P
=0.025) i la positivitat dels RE 1 1’analisi combinat de 1’amplificacié de la TOP24 amb les
duplicacions del CEP17 s’associaren a millor resposta a I’esquema EC-T (OR 12.68, IC
95% 1.42-137.32, P =0.011 i OR 6.31, IC 95% 1.98-81.18, P =0.007, respectivament)

(dades no mostrades a les taules).

5.2.3.- Valor pronostic del CEP17, PHER2 ila TOP2A4

L’analisi univariable mostra que les duplicacions del CEP17, I’amplificacio d’HER?2
i I’amplificacié de la TOP2A4 no s’associaven significativament ni amb la SLM ni amb la

SG (Taula 14).
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Taula 14. Analisi univariable de biomarcadors i relacio amb la Supervivéncia Lliure de Malaltia i la

Supervivéncia Global.

Variable N SLM 56
HR* (IC 95%) P HR" (IC 95%) P

CEP17

Normal 124 1 1

Duplicat 13 2.64 (0.64 - 10.9) 0.17 2.42 (0.58 - 10.02) 0.22
HER?2

Normal 113 1 1

Amplificat 24 0.97 (0.45 - 2.08) 0.96 0.96 (0.44 - 2.06) 0.90
TOP24

No amplificat 130 1 1

Amplificat 7 21.9 (0.92 - 5275) 0.26 21.73 (0.04 - 11545) 0.33
Ki67

Baix 57 1 1

Alt 77 1.89 (1.04 - 3.46) 0.03 1.91 (1.02 - 3.58) 0.04
TOP24/CEP17°

Normal 117 1 1

Alterat 20 4.35(1.05-17.93) 0.04 3.71 (0.89 - 15.34) 0.07

* Analisi univariable basat en 136 pacients, 44 recaigudes i 40 morts.

b Subgrup que combina tumors amb amplificacié de la TOP24 i duplicaci6 del CEP17.

Abreviatures: HR, hazard ratio; HER2, Human Epidermal Growth Factor Receptor 2; 1C 95%, interval de confianga al
95%; Ki67 Alt > 20; Baix < 20%, N, nombre de pacients; SLM, supervivencia lliure de malaltia; SG, supervivéncia global.

No obstant, quan es combinava ’amplificaciéo de la TOP2A4 i les duplicacions del
CEP17, s’observa una associacié significativa amb una millor SLM (HR 4.34, IC 95%
1.05-17.92, P = 0.04) i una tendéncia a la significacio estadistica per la SG (HR 3.70, IC
95% 0.89-15.34, P = 0.07) (Taula 14, Figura 6). Malauradament, a I’estudi multivariable i
després d’ajustar-se pels factors pronostics classics 1’analisi combinat de I’amplificacié de
la TOP24 i les duplicacions del CEP17 perdia la significacio estadistica tant per la SLM
com per la SG. La duplicacié del CEP17, I’amplificaci6 de la TOP24, i I’amplificacio

d’HER?2 continuava sense mostrar una associacio amb la SLM o la SG (Taula 15).
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Figura 6. Corbes Kaplan-Meier de I’associacio de la combinacié de I’amplificaci6 de la TOP2A
i les duplicacions del CEP17 amb (A) la Supervivencia Lliure de Malaltia i (B) la Supervivéncia
Global.

TOFIA  CEFLY shrw
TOPIA C CEFLT et

Tupervivends Bure fe malama
Supervivencia glodba

Tomps (angn) Temps (amyn)

Taula 15. Analisi Multivariable de la Supervivéncia Lliure de Malaltia i la Supervivéncia Global per totes les

variables pronostiques.

SLM SG
Variable
HR IC 95% P HR IC 95% P
Edat (<50 vs. >50 anys) 1.03 0.5-2.15 0.91 1.09 0.5-2.41 0.81
Ganglis (negatiu vs. positiu) 2.95 1.23-7.07 0.01 3.12 1.21-8.03 0.01
Mida tumor (T2 vs. T3 vs. T4) 1.78 0.85-3.7 0.02 1.63 0.68 -3.91 0.9
Grau histologic (I-II vs. I1I) 1.53 0.77 - 3.03 0.22 2.07 1.06 - 4.05 0.03
RE (negatiu vs. positiu) 0.45 0.24-0.81 0.01 0.51 0.24-1.07 0.07
Ki67 (baix vs. alt) 1.29 0.65-2.54 0.45 1.33 0.65-2.71 0.43
HER2 (negatiu vs. positiu) 1.23 0.51-2.97 0.63 1.06 0.43-2.62 0.89
RCp (positiu vs. negatiu) 4.41 0.54 - 30.65 0.08 4.49 0.58 - 34.72 0.15
Tractament (EC-T vs. FEC/FAC) 1.17 0.61-2.24 0.62 1.07 0.54-2.12 0.83
CEP17 (normal vs. duplicat) 2.46 0.54 - 11.06 0.24 2.29 0.51-10.35 0.27
TOP24 / CEP17° (normal vs. alterat) 3.91 0.89-17.2 0.71 3.72 0.84-16.43 0.08

* Analisi multivariable basat en 136 pacients, 44 recaigudes i 40 morts.

® Subgrup que combina tumors amb amplificacié de la TOP2A4 i tumors amb duplicacions del CEP17.

Abreviatures: EC-T, epirrubicina, ciclofosfamida i docetaxel; FAC, fluorouracil, adriamicina i ciclofosfamida; FEC, fluorouracil,
epirrubicina i ciclofosfamida; HR, hazard ratio; HER2, Human Epidermal Growth Factor Receptor 2; 1C 95%, interval de confianga del
95%; RE, receptors d’estrogens; SLM, supervivencia lliure de malaltia; SG, superviveéncia global.
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5.3.- Objectiu 2:

5.3.1.-Associacions de la proteina Tau i les variables clinicopatologiques

L’expressio de la proteina Tau es determina en 126 mostres. Seixanta-dos dels
tumors (49.2%) presentaren alta expressid de la proteina Tau (tumors Tau positius).
L’expressio de la proteina Tau fou més freqiient en tumors RE positius (55, 70.5% P <
0.001) i RP positius (48, 77% P <0.001) amb baix grau histologic (41, 63% P < 0.001) i
estava inversament relacionada amb 1’amplificacié del gen HER2 (57, 56%, P = 0.004) i

I’index de proliferacio6 cel-lular Ki67 (37, 72.5% P < 0.001) (Taula 16).

Taula 16. Correlaci6 entre 1’expressio de Tau i les variables clinico-patologiques.

. Tau P
Variables
Negativa Positiva
Nombre 64 (51%) 62 (49%)
Edat al diagnostic 0.27
<50 33 (56%) 26 (44%)
> 50 31 (46%) 36 (54%)
Mida del Tumor 0.58
T2 17 (50%) 17 (50%)
T3 18 (45%) 22 (55%)
T4 29 (56%) 23 (44%)
Ganglis limfatics 0.21
Negatius 18 (43%) 24 (57%)
Positius 46 (55%) 38 (45%)
Grau histologic 0.001
Baix / Intermig 24 (37%) 41(63%)
Alt 40 (66%) 21 (34%)
Receptors d’estrogens <0.001
Positiu 23 (29.5%) 55 (70.5%)
Negatiu 41 (85%) 7 (15%)
Receptors de progesterona <0.001
Positiu 14 (23%) 48 (77%)
Negatiu 50 (78%) 14 (22%)
HER2 0.004
Positiu 18 (78%) 5(22%)
Negatiu 44 (44%) 57 (56%)
Ki67 <0.001
Baix 14 (27,5%) 37 (72.5%)
Alt 48 (67.5%) 23 (32.5%)

Abreviacions: T: Mida del tumor primari; N: Ganglis limfatics regionals; HER2 Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2; Ki67 Alt > 20; Baix < 20%.
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5.3.2.-Valor predictiu de la proteina Tau i els isotips de la B-tubulina

Un 9% dels pacients (11 de 126 tumors) assoliren RCp. La baixa expressio de la
proteina Tau (tumors Tau negatius) fou significativament més freqiient entre aquells casos
que presentaren RCp (10, 91% P = 0.005) comparat amb aquells casos que presentaven
malaltia residual. A I’analisi multivariable, la baixa expressi6é de Tau es va mantenir com a
factor predictiu independent de RCp (OR 1.10, IC 95% 1.35-9.09, P = 0.025). L expressio
de les B-tubulines no fou predictor de RCp. El seixanta-quatre per cent de les pacients amb
RCp (7/11) reberen tractament amb taxans i eren Tau negatives, mentre que cap de les
pacients que presenta RCp i rebé tractament amb taxans era Tau positiva. Els tumors Tau
negatius presentaven una millor resposta a la quimioterapia amb taxans i s’observa una
associaci¢ significativa entre 1’expressio de la proteina Tau i ’efecte dels taxans (P =

0.019) (Taula 17).

Taula 17. Model de regressio logistica per la Resposta Completa Patologica en funcio de

I’expressio de la proteina Tau i la branca de tractament.

RCp

Tractament P
Si No
Tau-negativa FEC/FAC 3 (11.5%) 31 (81.5%)
EC-T 7 (18.5%) 31 (81.5%) 0.019
Tau-positiva FEC/FAC 1 (9%) 25 (91%)
EC-T 0 (0%) 34 (100%)

Abreviatures: EC-T: epirubicina, ciclofosfamida seguit de docetaxel; FAC: fluorouracil, adriamicina, ciclofosfamida; FEC:
fluorouracil, epirubicina, ciclofosfamida; RCp, resposta completa patologica
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5.3.3.- Valor pronostic de la proteina Tau i els isotips de la 3-tubulina

Amb una mediana de seguiment de 52 mesos, les pacients amb alta expressio de la

proteina Tau presentaren a 1’analisi univariable millor SLM (HR 0.35, IC 95% 0.18-0.67,

P=0.002)iSG (HR 0.51, IC 95%

0.27-0.97, P =0.043) (Taula 18, Figura 7). A I’analisi

multivariable 1’expressi6é de Tau mantingué la significanca estadistica per la SLM (HR 0.29,

IC 95% 0.15 - 0.59, P<0.001), perd no per la SG (P=0.58) (Taula 19).

Figura 7. Corbes Kaplan-Meier de D’associaci6 de la proteina Tau amb (A) la

Supervivéncia Lliure de Malaltia i (B) la Supervivencia Global.
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L’expressié dels isotips de les B-tubulines no s’associa a la SLM o la SG ni a

I’analisis univariable (Taula 18) ni al multivariable (Taula 19).
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Taula 18 Analisi univariable de biomarcadors i relaci6 amb la Supervivéncia Lliure de Malaltia i la

Supervivéncia Global.

Variable N SLM SG
HR* (IC 95%) P HR* (IC 95%) P

Tau

Negatiu 64 1 1

Positiu 62 0.35(0.18-0.67) 0.002 0.51(0.27-0.97) 0.043
BI-tubulina 1

Negatiu 71 1

Positiu 58 1.09 (0.60 - 2.00) 0.76 1.55(0.81 —2.94) 0.18
BII-tubulina

Negatiu 61 1 1

Positiu 59 0.98 (0.53 - 1.84) 0.97 1.10 (0.58 —2.07) 0.76
BII-tubulina

Negatiu 66 1 1 0.40

Positiu 60 0.64 (0.34 - 1.18) 0.15 0.76 (0.40 — 1.44)
BIV-tubulina

Negatiu 73 1 1

Positiu 56 0.86 (0.47 — 1.57) 0.63 0.84 (0.45 - 1.57) 0.59

* Analisi univariable basat en 136 pacients, 44 recaigudes i 40 morts.

Abreviatures: BI-tubulina positiva >210, negativa <210; BII-tubulina positiva >15, negativa <15; BIII-tubulina positiva >30,
negativa <30; BIV-tubulina positiva >15, negativa <15; HR, hazard ratio; 1C 95%, interval de confianga al 95%; SLM,
supervivencia lliure de malaltia; SG, supervivencia global; Tau positiva >10, negativa <10.

Taula 19. Analisi Multivariable de la Supervivéncia Lliure de Malaltia i la Supervivéncia Global per totes les

variables pronostiques.

Variables SLM 56
HR I1C 95% P HR I1C 95% P
Edat (<50 vs. 250 anys) 2.31 0.99 - 5.41 0.052 2.06 0.86 - 4.89 0.10
Ganglis (negatiu vs. positiu) 2.62 1.08 - 6.36 0.03 3.12 1.20-8.09 0.01
Mida tumor (T2 vs. T3 vs. T4) 1.63 0.76 —3.49 0.03 2.22 0.82-6.01 0.11
Grau histologic (I-II vs. I1I) 1.60 0.70-3.68 0.26 2.22 1.08 -4.54 0.02
RE (negatiu vs. positiu) 0.48 0.20-1.18 0.11 0.32 0.12-0.81 0.19
Ki67 (baix vs. alt) 1.96 0.77-5.02 0.15 2.98 1.14-7.79 0.08
HER?2 (negatiu vs. positiu) 4.01 0.43-35.94 0.22 3.04 0.33-27.48 0.51
RCp (positiu vs. negatiu) - - - 0.09 0.01-0.76 0.09
Tractament (FEC/FAC vs. EC-T) 0.97 0.40-2.31 0.94 0.89 0.37-2.12 0.79
Tau (negatiu vs. positiu) 0.29 0.15-0.59 <0.001 0.74 0.26-2.12 0.58
BI-tubulina (negatiu vs. positiu) 1.03 0.47-2.23 0.93 1.29 0.58-0.54 0.52
BII-tubulina (negatiu vs. positiu) 0.61 0.28-1.30 0.20 0.79 0.37-0.48 0.54
BIII-tubulina (negatiu vs. positiu) 0.40 0.15-1.10 0.07 0.24 0.08-0.51 0.07
BIV-tubulina (negatiu vs. positiu) 0.60 0.27-1.31 0.20 0.47 0.21-0.52 0.06

*Analisi multivariable basat en 125 pacients, 43 recurréncies i 40 morts.

Abreviatures: EC-T, epirrubicina, ciclofosfamida i docetaxel; FAC, fluorouracil, adriamicina i ciclofosfamida; FEC, fluorouracil,
epirrubicina i ciclofosfamida; HR, hazard ratio; HER2, Human Epidermal Growth Factor Receptor 2; IC, interval de confianga; Ki67 Alt >
20; Baix < 20%; RE, receptors d’estrogens; SLM, supervivéncia lliure de malaltia; SG, supervivéncia global.
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Discussiod

Actualment no disposem de biomarcadors especifics per predir la resposta dels
tumors de mama a la quimioterapia amb antraciclines i taxans. La identificacio de factors
predictius de resposta permetria millorar l'eficacia de la quimioterapia i minimizar les
toxicitats secundaries.

En la primera part d’aquesta tesi hem estudiat el paper de I’amplificacié del gen
HER?2, I’amplificacié del gen de la TOP24 i les duplicacions del CEP17 com a factors
predictius de resposta a les antraciclines en una cohort de pacients amb cancer de mama
estadis II i III tractades amb quimioterapia neoadjuvant amb antraciclines i taxans, emprant
la RCp com a marcador subrogat de quimiosensibilitat. També hem avaluat 1’impacte
d’aquests biomarcadors en la supervivéncia. A continuacié es discuteixen els resultats

obtinguts en aquest primer treball:

6.1.- Objectiu 1:

6.1.1.- Valor predictiu de les duplicacions del CEP17, ’amplificacio del gen

HER? i les alteracions del gen de la TOP2A

La principal troballa de la primera part d’aquesta tesi és que la duplicacio del
CEP17 s’associa amb la RCp en pacients amb cancer de mama tractades amb esquemes de
quimioterapia basades en antraciclines. Al nostre entendre, aquest és el primer estudi en
analitzar 1’associacid entre la duplicacié de CEP17 i la resposta a la quimioterapia primaria,
emprant la RCp com a marcador subrogat de quimiosensibilitat. La rad per investigar
I’associacio de la duplicacié del CEP17 i la resposta a la quimioterapia es fonamenta en la

hipotesi que la duplicacié del CEP17 seria un potencial marcador d’inestabilitat genomica i
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de disfunci6 en la reparacié de I’ADN.*"***7 E] cromosoma 17 és el segon gen del genoma
huma amb major densitat génica, i inclou diversos gens claus en cancer de mama (HER2,
TOP2A4, BRCAI i Tau) i en la reparacié de ’ADN (p53, RAD51C i RAD52B).*"*® A més a
més, analisis de rearranjaments han demostrat que el cromosoma 17 acull una regio d’alta
inestabilitat genomica proxima a 17ql2 i caracteritzada per multiples amplificacions i
deleccions.”'**** Estudis més recents mitjancant Hibridaci6 Genomica Comparada
suggereixen que la deteccio de les polisomes del cromosoma 17 detectades per FISH o
CISH en realitat sobn un fenomen rar en cancer de mama i que el que es detecta mitjangant
aquestes técniques serien guanys, duplicacions o amplificacions a la regio del CEP17 més
que no pas una duplicacié de tot el cromosoma 17.2'**'5 Aixi, I’augment del nombre de
copies del CEP17 causaria canvis geneétics crucials, com per 1’exemple I’amplificacié de
I’HER?2, I’amplificacio6 o delecid de la TOP24, pérdues de p53 o pérdues en el gen BRCAI.
Aquestes anomalies cromosomiques s’han relacionat amb mecanismes de tumorogeénesi en
cancer de mama (proliferaci6 cel-lular, fenomens d’angiogénesi, i inhibici6 de
I’apoptosi).**!**

En aquest mateix treball també hem analitzat la prevalenca de les duplicacions del
CEP17, que han estat presents en el 9.3% dels tumors. Aquest valor és inferior als resultats
reportats per altres autors. La reproductibilitat interlaboratori del test del CEP17 no esta
establerta, i la prevalenga difereix en els diferents estudis, amb valors entre el 8% i el 68%
depenent del material examinat, els metodes de recompte cel-lular, i el llindar establert per
definir la duplicacié del CEP17.%%

Per altra banda, estudis previs establiren una correlacié entre la duplicacio del

CEP17 i un fenotip més agressiu.”’’ Nosaltres no hem pogut demostrar una associacié entre
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duplicacié del CEP17 i alt grau histologic, metastasis ganglionars, negativitat del receptor
d’estrogens, amplificacio del gen HER?2 o alta expressio de Ki67.

Una altra troballa d’interés al nostre estudi és que 1’amplificaciéo del gen de la
TOP2A es podria correlacionar amb la RCp a la terapia neoadjuvant amb esquemes basats
en antraciclines tot i que cal tenir en compte que la diferéncia frega la significacid
estadistica (OR 6.97, IC 95% 0.96-50.12, P = 0.054). Quan I’amplificacié de la TOP24 es
combina amb les duplicacié del CEP17 les diferéncies son significatives (OR 6.71, IC 95%
1.66-27.01, P = 0.007). La petita mida mostral del nostre estudi podria explicar que
I’amplificacio del gen de la TOP2A (trobat en només el 5% dels tumors) no s’associés a la
RCp. Aquestes observacions suggereixen que els tumors que presenten alteracions géniques
que poden incrementar el nombre de copies de la TOP2A4 es beneficiarien més d’esquemes
de quimioterapia que incloguessin antraciclines. El mecanisme subjacent pel qual les
duplicacions del CEP17 s’associarien a una major sensibilitat a les antraciclines no és ben
conegut. La nostra hipotesi planteja que la sensibilitat a les antraciclines no només seria
deguda a l’augment del nombre de copies del gen de la TOP2A4 en el context de
I’amplificacié del gen sind també el resultat de guanys secundaris de les regions
pericentromeriques del cromosoma 17 (duplicacions del CEP17). Per tant, les duplicacions
del CEP17 generarien de forma indirecta un augment en el nombre de copies del gen de la
TOP2A.

A D’analitzar el paper de 1’amplificacio del gen HER2, no hem evidenciat que fos un
marcador predictiu de resposta a la quimioterapia amb antraciclines, dada consistent amb la
literatura actual,'”>'""!*?2* suggerint que les pacients amb tumors HER2 negatius també es
podrien beneficiar dels tractaments amb antraciclines. També hem observat que tumors amb

la TOP2A4 sense alteracions podrien obtenir un benefici addicional del tractament amb
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esquemes amb antraciclines. Altres mecanismes, com la resposta immune, les interaccions

tumor-estroma, i les duplicacions del CEP17 podrien participar en la sensibilitat
) - . 300-303

augmentada d’aquestes pacients als tractaments amb antraciclines.

Per a resumir aquest apartat i en referéncia als resultats obtinguts, destacar doncs

que 1’us d’antraciclines no s’hauria de limitar a les pacients amb amplificacié del gen HER?2

odela TOP24.

6.1.2.- Valor pronostic de les duplicacions del CEP17, ’amplificacio del gen

HER? iles alteracions de la TOP2A

No hem indentificat una relaci6 estadisticament significativa entre la duplicacio de
CEP17 i la supervivéncia. Els nostres resultats son consistents amb estudis previs'***'* que
analitzen el paper pronostic i predictiu de la duplicacié del CEP17 en pacients amb cancer
de mama preco¢ tractades amb esquemes de quimioterapia adjuvant que contenien
antraciclines i no-antraciclines. Bartlett i col-laboradors'® avaluaren el paper de les
duplicacions del CEP17 en 1931 tumors provinents de 2391 pacients incloses a 1’estudi UK
National Epirubicin Adjuvant Trial (NEAT/BR9601). Encara que aquest estudi no detecta
diferéncies significatives a 1’avaluar una potencial associaci6 de les duplicacions del CEP17
amb el pronostic (SLR HR 1.12, IC 95% 0.92-1.36, P = 0.24, SG HR 1.17, IC 95% 0.95-
1.44, P = 0.13), demostra que el benefici en supervivencia a la branca de tractament que
afegia I’epirubicina es limitava a aquelles pacients amb tumors amb duplicaci6é del CEP17
(SLR HR 0.54, IC 95% 0.35-0.83, P d’interacci6 0.005, SG, HR 0.60, IC 95% 0.50-1.45, P

d’interaccié 0.03). Resultats semblants foren obtinguts per Pritchard i col-laboradors®"’ a

I’estudi randomitzat Mammary 5 (MA.5) adjuvant trial, on no s’identifica una associacio
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significativa amb el risc de recaiguda (HR 1.15, IC 95% 0.86-1.54, P = 0.34) o el risc de
mort (HR 1.39, IC 95% 0.90-2.15, P = 0.14) a I’analisi multivariable. No obstant, en
aquelles pacients amb tumors amb duplicacié del CEP17 i que reberen antraciclines,
s’objectiva un benefici significatiu en SLM (HR 0.59, IC 95% 0.37-0.92, P = .02) i en SG
(HR 0.61, IC 95% 0.37-1.01, P = .05) a I’analisi estadistica univariable. Aquesta associacio
desapareixia després d’ajustar-se per altres variables.

Les limitacions del nostre estudi son: la petita mida mostral i el disseny retrospectiu,
que podria haver esbiaixat la seleccid de pacients. A més, I’abséncia de grup control sense
quimioterapia amb antraciclines no ens permet distingir si la taxa de RCp s’atribuiria a la
alta sensibilitat a les antraciclines o a la quimioterapia amb antraciclines, taxans,
ciclofosfamida i/o 5-fluorouracil. Aquests resultats, doncs, son preliminars i requereixen la
confirmacié en estudis prospectius de major mida dissenyats per validar el paper predictiu
d’aquests biomarcadors i comparar régims amb o sense antraciclines.

A tall de conclusio, aquestes troballes suggereixen que les duplicacions del CEP17
podrien ser un biomarcador de sensibilitat a la quimioterapia primaria amb antraciclines.
Una millor comprensi6é de les anomalies a nivell del CEP17 ens ajudarien a seleccionar
aquells pacients que es beneficarien de régims basats amb antraciclines i identificar aquelles

pacients la toxicitat de les quals es podria evitar.

Objectiu 2:

El paper de la proteina Tau i les B-tubulines com a marcadors predictius de

resisténcia als taxans i com a marcadors pronostics ha estat analitzat en diferents estudis
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amb resultats discordants. En la segona part de la present tesi doctoral s’ha avaluat el paper
predictiu i pronostic d’aquests maracadors en la mateixa cohort de pacients estudiada

préviament. A continuacid s’exposa la discussio dels principals resultats:

6.2.1 Valor predictiu de la proteina Tau i dels isotips de la B-tubulina

Les nostres dades mostren que les pacients amb tumors Tau negatius presenten una
millor resposta a la quimioterapia i a més, es beneficien d’esquemes de quimioterapia amb
taxans. Aixi, la proteina Tau seria, no només un marcador de quimioresisténcia, sin6 també
un predictor de resisténcia a la quimioterapia amb taxans. Fins on sabem, el present treball
¢s el primer en avaluar 1’associacié de la proteina Tau i la resposta a la quimioterapia
primaria, emprant la RCp com a marcador de quimiosensibilitat en una cohort de pacients
tractades amb quimioterapia amb taxans i sense taxans. En aquest sentit, els estudis previs

realitzats en el marc de la quimioterapia neoadjuvant25 1,253

on les pacients havien rebut
només esquemes de tractament amb taxans l’abséncia de grup control impossibilitava
distingir si la major taxa de RCp s’atribuiria a la alta sensibilitat a la quimioterapia o a una
sensibilitat especifica als taxans.

Es ben conegut que els tumors HER2 positius, amb alt grau histologic i RE negatius
presenten altes taxes de RCp quan es compara amb altres tipus de cancer de mama.***>% En
la nostra cohort de pacients, els tumors Tau negatius s’associen amb aquestes
caracteristiques tumorals i també amb la RCp. Aquesta associacié podria explicar la relacio
entre baixa expressio de la proteina Tau i una major taxa de RCp. No obstant, a 1’analisi

multivariable, després d’ajustar pels factors pronostics classics (inclosos el grau histologic i

I’estatus dels receptors hormonals i de ’HER?2) la manca d’expressio de la proteina Tau es
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manté associada a la RCp (OR 1.10, IC 95%, 1.35-9.09, P = 0.025) suggerint un potencial
valor predictiu independent d’aquests factors. No obstant, la proteina Tau és un
biomarcador imperfecte. Aproximadament el 86% de tots els casos amb expressio de Tau
reduida presenten malaltia residual suggerint que altres mecanismes de resisténcia
protegeixen les cél-lules tumorals del docetaxel incliis si els microtubuls sén més
vulnerables donada la baixa expressio de la proteina Tau.

Els nostres resultats son consistents amb estudis inicials en linies cel.lulars de
cancer de mama on nivells disminuits de la proteina Tau s’associaven a una major

sensibilitat als taxans.?>!*?

La proteina Tau actuaria com un inhibidor competitiu dels
taxans, ocupant els mateixos llocs d’unié als microtubuls que el quimioterapic. Nivells
reduits de la proteina farien els microtiibuls més vulnerables a ’efecte del citostatic.*”

Per altra banda, i com s’ha comentat préviament, no s’ha demostrat una relacio
significativa entre I’expressio de les diferents isoformes de la f-tubulina i la resisténcia al
docetaxel. Encara que el paper dels isotips de la B-tubulina com a marcadors de resisténcia
als taxans és biologicament plausible®®**' I’evidéncia empirica d’aquest efecte en cancer de
mama és escassa.’*'?* Estudis en linies cel.lulars suggereixen que el mecanisme de
resisténcia dels isotips de la B-tubulina és complex i multifactorial. S’ha hipotetitzat que la
seva sobrexpressido augmentaria la incorporacié dels dimers al pool soluble de la tubulina
reduint la taxa de polimeritzacio dels microtubuls o bé generaria dimers d’of-tubulina amb
propietats intrinseques dinamiques alterades que els farien menys sensibles als agents

0

antitubulina.’® Es disposa de pocs estudis que analitzin el paper predictiu d’aquests

biomarcadors en cancer de mama,>?>%281:283.285

sent la majoria d’ells de petita mida
mostral, amb heterogeneitat de pacients, manca de grup control, i no ajustament pels factors

pronostics tradicionals. Aixi, en el cas de la Pll-tubulina, dels 5 estudis
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. 257,259,281,283,285
publicats,™ 77"

només el de Paradiso, un estudi de petita mida mostral (70 pacients
analitzades) 1 sense branca control (totes les pacients rebren esquemes amb docetaxel),
suggeria un possible efecte de resisténcia a I’analisis mulivariable.”® En el cas de la BII-

tubulina els dos estudis publicats revelen resultats discordants;***2*!

el primer que avalua en
un grup de 30 pacients amb cancer de mama localment avangat i metastatic tractades totes
elles en monoterapia amb docetaxel suggereig en 1’analisi univarible un possible efecte de
resisténcia®®' mentre que el segon no demostra un efecte predictiu.”> Els tres articles que
estudien el paper predictiu en cancer de mama de la BIV-tubulina foren tots ells
negatius.”***"** En el nostre estudi, malgrat intentar contrarestar aquests possibles factors
de confusié (major mida mostral, pacients amb cancer de mama estadis II-III, preséncia de
grup control, i analisi estadistic multivariable) tampoc s’ha demostrat una relacio

significativa entre 1’expressié de les diferents isoformes de la B-tubulina i la resisténcia al

docetaxel.

6.2.2 Valor pronostic de la proteina Tau i els isotips de la B-tubulina

En termes de valor pronostic, els resultats del nostre treball indiquen que 1’expressio
de la proteina Tau €s un factor independent de supervivéncia. Concretament, les pacients
Tau positives presenten millor SLM que les pacients Tau negatives, resultats en
consonancia amb estudis anteriors.”*** La ra6 clinica que explicaria I’associacid entre
proteina Tau i prondstic es fonamenta en la correlacié entre 1’expressié de la proteina Tau i
la sensibilitat hormonal en tumors RE positius.”>® Diversos estudis in vitro suggereixen que
el gen de la Tau seria un gen inductor de I’expressio del RE.*"*?”> A nivel clinic, el grup

d’Andre®® demostra que nivells elevats d’ARNm de Tau s’associaven de manera
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significativa a menor risc de recaiguda en una cohort de 267 pacients tractades amb
tamoxifé. Per contra, quan es determinaren els nivells d’ARNm de Tau en una altra cohort
de 209 pacients no tractades amb tractament complementari ’associacié fregava la
significaci6 estadistica. En conjunt, aquestes observacions suggereixen que 1’expressio de la
proteina Tau en cancer de mama seria, més que un marcador pronostic per se, un marcador
de sensibilitat endocrina, i prediria un benefici a la terapia antiestrogenica.

Pel que fa al valor pronostic dels isotips de la B-tubulina, no hem pogut demostrar
una relacio significativa entre 1’expressio de les diferents isoformes de la -tubulina i la
supervivéncia en cancer de mama. Inclus previ a ajustar-se pels factors pronostics classics,
els isotips de la B-tubulina no mostraren una relacio significativa ni amb la SLM ni amb la
SG. No obstant, el nombre reduit de casos de la nostra série podria haver limitat la nostra
habilitat per identificar un efecte dels isotips de la ff -tubulina en la supervivéncia. Una
revisio de la literatura cientifica existent aporta poca llum sobre el paper de la B-tubulina en
el pronostic del cancer de mama. La majoria dels estudis son de caracter exploratori, petita
mida mostral, amb heterogeneitat de pacients, diverses dosis de tractament i alguns d’ells
sense branca control. Disposem només de 3 estudis que avaluen el paper pronostic de la

BIll-tubulina en cancer de mama.”’**** Dos d’aquests estudis*’***

resultaren negatius. El
tercer, publicat pel grup de Pentheroudaki,™’ demostra en una cohort de 595 pacients amb
cancer de mama estadis II i Il i tractades amb esquemes amb anatraciclines i taxans, una
relacié significativa entre els nivells d’ARNm de BIII-tubulina i pitjor pronostic en cancer
de mama. Aquesta associacid no es reproduia quan s’analitzava la sobreexpressio de BIII-
tubulina mitjancant immunohistoquimica. Dos articles avaluen el paper pronostic en cancer

de mama de la BIV-tubulina®’**® i un el de la pIl-tubulina,”’ tots ells negatius. No es

disposa d’estudis que analitzin la influéncia pronostica de la Bl-tubulina en cancer de mama.
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En global, doncs, aquests estudis donen poc suport a un possible paper dels isotips de la f3-
tubulina en el pronostic de les pacients amb cancer de mama.

Les nostres troballes han de ser interpretades amb cautela donada la petita mida
mostral i el disseny retrospectiu de 1’estudi, i requereixen la confirmacidé en estudis
prospectius de major mida dissenyats per validar el paper predictiu i pronostic d’aquests
biomarcadors.

En resum, els nostres resultats suggereixen que la sobreexpressio de la proteina Tau
podria ser un biomarcador de resisténcia a la quimioterapia primaria amb taxans i un

marcador de bon pronostic a llarg plag.
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Conclusions

Pel que fa al paper dels biomarcadors analitzats en relacid6 a la resposta i
superviveéncia de pacients amb cancer de mama tractades amb esquemes de quimioterapia

neoadjuvant basades en antraciclines, les conclusions de la present tesi doctoral son:

- La duplicacié del CEP17 s’associa a la resposta completa patologica en pacients
tractades amb esquemes de quimioterapia neoadjuvant amb antraciclines. L’amplificacio
del gen de la TOP2A4, i del gen de I'HER2 no sembla influenciar la resposta a la

quimioterapia neoadjuvant amb antraciclines.

- La duplicacio del CEP17, les amplificacions del gen de la TOP24, i les

amplificacions de I’ HER2 no s’associen a pitjor pronostic.
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Conclusions

Pel que fa al paper dels biomarcadors analitzats en relacidé a la resposta i
superviveéncia de pacients amb cancer de mama tractades amb esquemes de quimioterapia

neoadjuvant amb antraciclines i taxans, les conclusions de la present tesi doctoral son:

- La baixa expressi6 de la proteina Tau s’associa a resposta a la quimioterapia
neoadjuvant i a benefici del tractament amb docetaxel. Els isotips de la p-tubulina no

semblen ser utils com a biomarcadors de resisténcia a la quimioterapia amb taxans.

- Les pacients amb alta expressio de la proteina Tau presenten una millor
superviveéncia lliure de malaltia independentment del tractament rebut. No hem identificat
una associacio entre I’expressio de la BI-,p1I-,BIII- i BIV-tubulina i el pronostic en cancer

de mama.
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