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Introduccion

1.1 Cancer de mama.

El cancer de mama es el tipo de tumor mas frecuente en mujeres, representa un 18% de los
tumores femeninos, siendo la segunda causa de muerte por cancer en los paises occidentales

(Bundred, 2001).

Existen numerosos factores asociados a un mayor riesgo de padecer este tipo de cancer, como
el status hormonal de las pacientes, una menarquia temprana y una menopausia tardia, que
incrementan entre un 30-50% el riesgo de padecer esta enfermedad; todo ello relacionado con
los niveles de estrogenos circulantes (Vogel, 2000). La incidencia del cancer de mama
aumenta con la edad (Mettlin, 1999), y también varia considerablemente en funcién de las
areas geograficas y de las etnias. Asi, las mujeres caucasianas de Europa y Norteamérica
tienen un riesgo 5 veces superior de padecer este tipo de cancer que las mujeres asiaticas

(Adami et al., 1998).

La transformacion maligna de las células del epitelio mamario implica cambios tanto
genéticos como epigenéticos, que acaban induciendo una proliferacion celular incontrolada y
una muerte celular aberrante. Todas estas alteraciones favorecen el proceso de progresion
tumoral, y la posterior aparicion de metastasis (Russo et al., 1998).

La adquisicion de capacidad metastatica de las células de cancer de mama se asocia con un
mal prondstico, y es el problema clinico de mayor relevancia, ya que es lo que en ultimo
termino causa la muerte de las pacientes. Una de las particularidades del cancer de mama es
que las metastasis suelen aparecer varios afios después de la exéresis quirurgica del tumor
primario, lo que implica la existencia de micrometéstasis que han podido permanecer en el
organismo un promedio de entre 5 y 15 afios, de forma silente y clinicamente indetectables

(Karrison et al., 1999).

Conocer que alteraciones genéticas estan implicadas en cada una de las fases del proceso de
progresion tumoral, asi como sus consecuencias bioldgicas, es necesario para poder prevenir y

tratar, de una forma adecuada, la evolucion metastatica de las pacientes con cancer de mama.
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1.1.1 Bases moleculares.

El cancer de mama es una enfermedad altamente heterogénea, tanto desde el punto de vista
histolégico como molecular, que se caracteriza por la existencia de numerosas aberraciones
genéticas (Welch y Wei, 1998). Algunas de las alteraciones descritas, como la sobreexpresion
de c-erbB2 o la pérdida de funcién de p53, estdn implicadas directamente en el proceso de
progresion tumoral, y otras como la presencia de inestabilidad de microsatélites confieren
inestabilidad genética, incrementando asi la probabilidad de adquirir alteraciones genéticas
secundarias (Ingvarsson, 1999). En la Tabla 1 se recogen algunas de las principales

alteraciones genéticas implicadas en esta patologia.

Tabla 1. Principales alteraciones genéticas asociadas a cancer de mama.

Gen  Localizacién  Funcién celular Alteracién genética Referencias
(%)
Receptor de factor de Sobreexpresion
c-erbB2 17q12 p o Schnitt, 2001
crecimiento /Amplificacion (20-30%)
Proliferacion, Sobreexp./Amp . .
c-myc 8q24 Liao y Dickson, 2000
apoptosis (50-100%)
ciclina D1 11ql3 Ciclo celular Sobreexp./Amp (20-50%) Barnes y Gillett, 1998
o ) Scott y Walker,1997
ciclimaE  19ql12->ql3 Ciclo celular Sobreexpresion (0-88%)
Steeg y Zhou, 1998
EGFR 7921 F. de crecimiento Sobreexp./Amp (40%) Fox y Harris, 1997
TGF-a 2pl1-pl3 F. de crecimiento Sobreexpresion Dahiya y Deng, 1998
p53 17p13.1 Inestabilidad genética Mutacion/LOH (20-25%)  Biéche et al., 1995
BRCA1 17921 Reparacion DNA,
Mutacion/LOH (<5%)  Nathanson et al., 2001
BRCA2 13q12-q13 ciclo celular

Aproximadamente el 10% de los tumores de mama son hereditarios, y de estos, entre un 15-
20% tienen mutaciones de los genes BRCA1 y BRCA2 en la linea germinal. Estos dos genes
supresores de tumores preservan la estructura de la cromatina actuando en el proceso de
reparacion y recombinacion del DNA, en el control del ciclo celular y la regulacion
transcripcional de otros genes (Venkitaraman, 2002). Entre los genes diana de la accion de

BRCAL1 se encuentran p53, p21 y Bcl-xp. BRCA1 interactia uniéndose especificamente a
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BRCA2, p53 y RADSI, entre otras proteinas. En el caso de BRCA2 no se ha encontrado
homologia con otros genes y la proteina contiene dominios cuya funcién no se ha definido

(Nathanson et al., 2001).

El gen supresor de tumor pS3 estd implicado en el mantenimiento de la estabilidad genética.
En presencia de dafio en el DNA, p53 induce parada de ciclo celular para permitir la
reparacion y, si esto no es posible, activa el programa de muerte celular por apoptosis
(Harrington et al., 1994). Entre un 20-25% de los tumores de mama tienen mutaciones
somaticas puntuales en este gen supresor de tumor (Bi¢che y Lidereau, 1995). La disfuncion
de p53 se asocia con peor pronostico especialmente en pacientes sin afectacién ganglionar

(Bergh, 1999; Mirza et al., 2002).

La familia de receptores tirosina quinasa, al que pertenece el receptor del factor de
crecimiento epidérmico, tiene un papel central en el proceso de progresion tumoral. En cancer
de mama, el pronostico de las pacientes se correlaciona inversamente con la sobreexpresion
y/o amplificacion de alguno de estos receptores (Kim et al., 1999). La expresion de EGF-R
(epidermal growth factor receptor) se correlaciona con la positividad de ganglios linfaticos
axilares, y en general su expresion es mayor en las metastasis (Battaglia et al., 1988).

Otro de los miembros de esta familia, el proto-oncogen c-erbB-2, también conocido como
neu o HER2/neu, estd amplificado y/o sobreexpresado en un 20-30% de los carcinomas de
mama humanos y en muchas de las lineas celulares de cancer de mama (Dowsett et al., 2000).
La sobreexpresion de este factor de crecimiento se asocia con mayor agresividad de los
tumores y peor prondstico, ademas de disminuir la sensibilidad de las células tumorales a la

terapia sistémica adyuvante (Dahiya y Deng, 1998; Beenken et al., 2001).

También se han relacionado factores de crecimiento con cancer de mama. El TGF-a
(transforming growth factor o), se ha detectado en lesiones benignas de mama y en
adenocarcinomas, aunque su expresion suele ser mayor cuando aumenta el grado de
malignizacion (Perroteau et al., 1986). Este factor estd implicado en estimular la proliferacion
celular, y puede ser secretado de forma autocrina por las propias células tumorales (Dahiya y

Deng, 1998).
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Otras alteraciones descritas en cdncer de mama estdn mas relacionadas con la inestabilidad
genética. Una de ellas es la existencia de aberraciones cromosémicas, una caracteristica
comun a la préctica totalidad de tumores. De hecho, las anomalias cromosomicas son el
cambio genético mas frecuente en el cadncer de mama, encontrandose alteraciones en
practicamente todos los cromosomas. Estos desequilibrios de los cromosomas podrian ser
suficientes en determinadas circunstancias para proporcionar una ventaja selectiva de
crecimiento (Dahiya y Deng, 1998), pudiendo contribuir a la tumorigénesis al modificar la

dosis de algunos genes.

El desequilibrio alélico o pérdida de heterocigosis (LOH) afecta a una gran cantidad de loci
cromosomicos, sugiriendo la presencia de genes supresores de tumores, como p53, BRCAI o
BRCA2 (Gentile et al., 2001). Existen numerosas zonas de LOH implicadas en cancer de
mama como por ejemplo el brazo corto del cromosoma 8 (8p), la region del cromosoma 9,
9p22-p23, asi como LOH en 1q, 3p 7q, 13q, 17p y 16q, entre otros (Deng et al., 1994; Hirano
et al., 2001).

La inestabilidad de microsatélites, consecuencia de la pérdida de funcion de los genes
implicados en la reparacion de mismatch, puede darse en secuencias codificantes, aunque
mayoritariamente afecta a secuencias anoénimas. La existencia de este tipo de inestabilidad es
un signo de pérdida de la integridad del DNA, ademas de estar implicado directamente en
favorecer el acimulo de alteraciones genéticas (Perucho, 1996; Malkhosyan et al., 1996). Su
incidencia en el cancer de mama es controvertida, el porcentaje y el momento de aparicion en
el proceso de progresion tumoral varia considerablemente segun los estudios (Claij y te Riele,

1999) (Ver apartado 1.3.5.1 Introduccion).

1.1.2 Progresion tumoral en el cincer de mama.

En cancer de mama, a diferencia de lo que sucede en otros tumores, no estd claro que el
proceso de progresion tumoral venga definido por una relacion lineal entre etapas bien
delimitadas. A pesar de esto, existen evidencias de que es un proceso en multiples pasos
(multi-step) a través de los cuales, y de forma secuencial, se irian acumulando alteraciones

genéticas en las células que configurarian el fenotipo de malignizacion (Russo et al., 1998;
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Bai et al., 2001). Muchas de esas alteraciones aun no han sido identificadas, y se desconoce

cual es su implicacion en la progresion tumoral.

En la Figura 1 se muestra uno de los modelos propuestos para explicar la progresion del
cancer de mama, indicandose algunas de las alteraciones genéticas descritas, como son las
alteraciones en p53, BRCA1 y BRCA2, factores de crecimiento, oncogenes y LOH en

diferentes regiones del genoma (Bi¢che y Lidereau, 1995).

Amp. Myc

BRCA|  Factores de .. Amp. ERBB2
crecimiento  Desregulacion
p53 BRCA2 hormonal

Epitelio normal
de mama

Hiperplasia > Carcinoma Carcinoma Metastasis

Displasia in situ invasivo

—>

Figura 1. Modelo de progresion tumoral propuesto para cancer de mama (adaptado de Bieche

y Lidereau, 1995).

Sin embargo, este proceso secuencial no ha sido reproducido experimentalmente. A partir de
lesiones de mama procedentes de diferentes estadios, no se obtuvieron lineas celulares
correspondientes a fases intermedias de la progresion tumoral, lo cual dificulta el
establecimiento de modelos asi como la determinacion de las posibles alteraciones genéticas
implicadas directamente en cada una de las etapas (Russo et al., 2000). Por otro lado, teniendo
en cuenta la heterogeneidad que caracteriza el cancer de mama, tanto a nivel histologico y
bioquimico, como a nivel clinico y geografico es cuestionable la existencia de un unico
modelo genético que explique la progresion tumoral (Nathanson et al., 2001; Welch y Wei,
1998).

A pesar de esta heterogeneidad, existen algunas alteraciones que se asocian de forma
recurrente con el proceso de progresion tumoral, asi la presencia de LOH se detecta ya en
etapas tempranas, como son las hiperplasias ductales y las hiperplasias ductales atipicas,
sugiriendo la presencia en esos /oci de genes supresores de tumores determinantes en la
malignizacion de las células (Kittiniyom et al., 2001; Kurose et al., 2001). Por otro lado, la

amplificacion/sobreexpresion de oncogenes como EGF-R o Her-2 se detectan principalmente
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en las etapas invasivas (Bange et al., 2001). También se ha demostrado la importancia que
tienen las alteraciones epigenéticas tanto en el desarrollo del tumor como en la progresion.
Existen numerosos genes inactivados por metilacion, implicados en la regulacion del ciclo
celular como pl6, receptores hormonales, moléculas de adhesion como E-cadherina e

inhibidores de metaloproteasas de matriz extracelular, entre otros (Yang et al., 2001).

Dada la dificultad para establecer modelos que expliquen la progresion tumoral en cancer de
mama, habria que tener en cuenta que quizd no son tan importantes mutaciones puntuales,
como alteraciones globales de determinadas vias de sefializacion implicadas en crecimiento,
diferenciacion y supervivencia, que convergen entre si, y no pueden ser consideradas como
elementos aislados (McCormick, 1999). Ademas, el fenotipo celular es el resultado tanto del
potencial genético como de la interaccion que las células establecen con el microentorno en el

que se encuentran (Nathanson et al., 2001).

La diseminacion metastatica de las células del tumor primario a drganos distantes junto con
la formacion de metastasis es la culminacion del proceso de progresion tumoral, que implica
varias etapas y complejas interacciones entre las células tumorales y las células del huésped

(Figura 2) (Bundred, 2001).

Una vez formado el tumor primario, se requiere la formacién de vasos sanguineos o
angiogénesis para garantizar su crecimiento. El proceso de neoformacion vascular es el
resultado de un predominio de moleculas activadoras frente a la presencia de moléculas
inhibidoras, producidas por el propio tumor y por las células del microentorno. La mayoria de
tumores solidos secretan VEGF (vascular endotelial growth factor), uno de los mas potentes
mitogenos endoteliales (Bohle y Kalthoff, 1999). El siguiente paso en la cascada de
diseminacion metastatica es la disociacion de algunas células del tumor primario. Esta pérdida
de interacciones celulares est4 ocasionada por alteraciones en moléculas de adhesion como las
integrinas (Engers y Gabbert, 2000). La migracién se lleva cabo cuando las células tumorales
degradan proteoliticamente la matriz extracelular y pueden invadir el estroma circundante.
Las metaloproteinasas (MMP) son enzimas producidas por las células tumorales que tienen un
papel fundamental en la proteolisis de proteinas de la matriz extracelular como colageno,

laminina o elastina entre otras (Vihinen y Kahéri, 2002).
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Ademas de degradar la matriz, se ha descrito que las células tumorales son capaces de
desplazarse activamente hacia esas zonas modificadas por la proteolisis. En este proceso
podrian intervenir tanto factores quimiotacticos del entorno como factores de la propia célula
tumoral. Esta capacidad de motilidad de la célula tumoral también serd necesaria en etapas
posteriores como la intravasacion y la extravasacion (Goémez y Curiel, 1998). La
intravasacion es el mecanismo a través del cual las células penetran en el torrente sanguineo o
linfatico que las vehiculizard permitiéndoles la diseminacion de forma pasiva hacia otras
partes del organismo e interaccionar con otros tipos celulares. En un momento dado, las

células tumorales pueden quedar ancladas (adhesidn/arrest), ya sea por limitaciones fisicas o

bien por unién a moléculas especificas implicadas en adhesion, lo que facilitara la
extravasacion, un proceso que implica diferentes etapas como proteolisis de la pared vascular,
adhesion célula-sustrato, ya sea a células endoteliales como a proteinas del endotelio, y
locomocion activa hacia el nuevo organo (Gomez y Curiel, 1998; Paku et al., 2001).
Finalmente las células tumorales tendran que ser capaces de migrar dentro del érgano que han
colonizado, si esto va acompafiado de un posterior crecimiento, se llegaran a formar
metastasis macroscopicas, clinicamente detectables en un organo diferente al de origen
(Yoshida et al., 2000). La complejidad del proceso metastatico hace que sea altamente
selectivo, y que so6lo una pequefia subpoblacion de células que han migrado del tumor
primario tenga el potencial necesario para superar todas las etapas y finalmente crecer en un

organo distante (Hampl et al., 1999; Fidler, 2002).

Tumar growth Angiogenesis Local invasion Transport
intravasation Interaction with
blood components

e i ‘.-;;."i-. & prrra— e o AL A R
— s - ety g i i &
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b

Endothelial Tumor cell Endothelial Adhesion ! Arrest
overlapping underlapping retraction

Extravasation Growth at
Migration secondary site

Figura 2. Etapas del proceso de progresion tumoral y diseminacién metastatica (Welch y

Rinker-Schaeffer, 1999).
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En pacientes afectas de cancer de mama, las metastasis suelen aparecer afos después de la
exéresis quirtrgica del tumor. El desarrollo de estas metastasis tardias implica que las células
con habilidad metastatica permanecen en estado quiescente (dormancy), como alternativa al
crecimiento tumoral continuo (Demicheli et al., 1997). El desarrollo final de metastasis
clinicamente detectables depende tanto del propio tumor como del microentorno donde se
encuentran y la relacion que entre ellos se establezca, asi como de la capacidad del sistema
inmune del individuo para actuar de una forma efectiva durante ese periodo (Naumov et al.,
2002).

La existencia de dormancy se ha puesto de manifiesto en modelos tumorales animales
(Holmgren et al., 1995) y también en tumores humanos tanto de mama como de melanoma
(Uhr et al., 1991). Este fendmeno forma parte del proceso secuencial y altamente selectivo,
que implica multiples interacciones huésped-tumor durante el desarrollo metastatico (Welch y

Rinker-Schaeffer, 1999).

Existen varias hipotesis para explicar que las células metastaticas puedan permanecer silentes.
Las micrometastasis pueden tener altos indices de proliferaciéon que quedan compensados por
un incremento en la tasa de apoptosis (Holmgren et al., 1995), ademés muchas de estas
células quedan paradas en la fase Gy del ciclo celular, sin perder la capacidad de volver a
ciclar y llegar a establecer metastasis afos después (Engers y Gabbert, 2000).

Historicamente se ha considerado al sistema inmune, mdas especificamente la inmunidad
mediada por células, como uno de los principales responsables de este fendémeno (Uhr et al.,
1991; Schirrmacher, 2001). Trabajos actuales han demostrado ademds la implicaciéon que
otros factores como el control de la angiogénesis, tienen en el proceso de dormancy (Hart,

1999).

El microentorno del 6rgano diana juega un papel fundamental en modular la supervivencia y
posterior crecimiento de las células metastaticas, ya que afecta la expresion génica, la
adhesion celular, la invasion y la respuesta a los diferentes factores de crecimiento presentes
en el medio, pudiendo determinar asi la supervivencia o muerte celular (Ladeda et al., 2001).

Como se constata clinicamente, la interconexion de todos estos factores podrian favorecer el
crecimiento de las metastasis afios mas tarde de la exéresis del tumor (Karrison et al., 1999).

Aunque el promedio de la aparicidon de las metastasis tardias varia entre 5 y 15 afios, se han
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llegado a detectar metéstasis 20-25 afios mas tarde. Este estado quiescente duraria hasta que

algin cambio en las células tumorales o en el tejido diana ofrezca una ventaja proliferativa.

1.2 Apoptosis v cancer.

La muerte celular es un proceso fisioldgico, necesario para el normal desarrollo y existencia
de los organismos multicelulares. La apoptosis, es el estereotipo de muerte celular
programada. Este término griego que hace referencia a la caida de las hojas fue propuesto por

Kerr y colaboradores (Granville et al., 1998).

La apoptosis, es un proceso de muerte celular altamente conservado a lo largo de la evolucion,
desde nematodos hasta mamiferos. Se describié inicialmente por sus caracteristicas
morfologicas, incluyendo la pérdida de los contactos intercelulares, invaginacion de la
membrana citoplasmatica, encogimiento celular, condensacion de la cromatina, fragmentacion
del DNA y la posterior fragmentacion celular en los Ilamados cuerpos apoptoticos
(Korsmeyer, 1995). Se trata ademas de un proceso controlado genéticamente, este
descubrimiento fue de gran importancia para entender la biologia del desarrollo y la
homeostasis de los tejidos, ya que el nimero de células de un tejido estd regulado tanto por
factores que influyen en la supervivencia celular, como por los que controlan la proliferacion
y diferenciacion (Thompson, 1995). Como cualquier otro programa metabdlico o del
desarrollo, la apoptosis puede verse afectada por alteraciones genéticas. De hecho, en
numerosas patologias humanas, desde enfermedades neurodegenerdtivas hasta céncer,

pasando por enfermedades autoinmunes, se han descrito fallos en las vias apoptoticas (Hetts,

1998).

1.2.1 Fases funcionales de la apoptosis.

Al igual que el ciclo de division celular, las vias que gobiernan la muerte celular programada
(PCD), son complejas y estan altamente reguladas. El proceso apoptético se puede subdividir
en tres fases funcionales diferentes: fase de iniciacion, fase efectora, y fase de degradacion o

ejecutora (Kroemer et al., 1997) (Figura 3).

11
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Fase de iniciacién

La fase de iniciacion se caracteriza por ser altamente heterogénea. Existe una gran variedad de
factores tanto extracelulares, incluyendo hipoxia, radiacion, receptores de muerte, pérdida de
interaccion célula-matriz, deplecion de factores de crecimiento, o shock térmico; como
intracelulares, entre los que se incluye el dafio en el DNA, ya sea inducido por defectos en los
checkpoints (puntos de control) del ciclo celular o por toxinas exdgenas, que pueden activar el

programa de apoptosis (Jaitteld, 1999; Liy Yuan, 1999).

Una de las vias moleculares de muerte celular mejor caracterizadas es la relacionada con los
llamados receptores de muerte. Estas moléculas pertenecen a la familia de receptores del
factor de necrosis tumoral (TNF), algunos de los mejor caracterizados como inductores de
apoptosis son TNF-R1, Fas (CD95), DR3, DR4 y DRS entre otros (Ashkenazi y Dixit, 1998).
Estos receptores tienen un dominio citosélico conservado, conocido como dominio de muerte,
DD (Death Domain), capaz de interaccionar con la maquinaria apoptotica intracelular. Los
receptores de muerte una vez activados por uniéon de su ligando especifico, interaccionan a
través del DD con moléculas adaptadoras que también contienen ese dominio, ademas de
tener un dominio adicional para la induccién de muerte celular, conocido como dominio
efector de muerte (DED: Death Efector Domain) (Berglund et al., 2000). EI dominio DED de
las proteinas adaptadoras puede interaccionar con ciertas caspasas que también contienen
dominios DED homologos dentro de sus prodominios, es el caso de las caspasas 8 y 10
(Muzio et al., 1998). La oligomerizacion de caspasas dentro del complejo del receptor de
muerte, hace que caspasa 8 se active por autoprocesamiento, eliminandose el prodominio
DED que contiene, por lo que la forma activa de la caspasa se libera al citosol, donde podra

procesar y activar otras caspasas (Slee et al., 1999).

En algunas lineas celulares, como la linea linfoblastoide B SKW6.4 y la linea de linfoma T
H9 se ha visto que la via de apoptosis inducida por Fas es independiente de la actividad
mitocondrial. Sin embargo, en lineas celulares como Jurkat la sobreexpresion de Bcl-2 o

Bcl-x. es capaz de bloquear la apoptosis inducida por esta via (Scaffidi et al., 1998).
Fase efectora

A pesar de la gran variedad de estimulos que son capaces de inducir el programa de muerte

celular, las diferentes sefiales convergen en la fase efectora, donde se determinaré si la célula
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entra o no en apoptosis. Esta fase se caracteriza por estar regulada a nivel mitocondrial en la

mayoria de sistemas estudiados (Gross et al., 1999).

Fase ejecutora

La fase ejecutora se caracteriza por la activacion de una familia de cistein proteasas conocidas
como caspasas. Durante esta fase se pondran de manifiesto las caracteristicas bioquimicas y
morfoldgicas propias de la apoptosis (Kroemer et al., 1997).

Algunos de los genes implicados en la fase ejecutora final de la apoptosis fueron descritos
inicialmente en Caenorhabditis elegans, es el caso de CED-3 y CED-4, demostrandose
posteriormente que la maquinaria bioquimica que gobierna la apoptosis en nemdtodos y
mamiferos esta altamente conservada (Wang, 2001).

En humanos, ICE fue el primer miembro descrito de una familia de cistein proteasas, que de
forma casi exclusiva degradan sus sustratos en residuos de acido aspartico (Asp). Desde el
descubrimiento inicial de ICE, se han descrito hasta 13 moléculas homologas conocidas con
el nombre genérico de caspasas (cisteinil proteasas especificas de aspartato) (Thornberry y
Lazebnik, 1998). Estas proteasas estan presentes en el citoplasma en forma de zimdgenos, y
para pasar a la forma activa requieren ser procesadas proteoliticamente ya sea por otras
proteasas, generalmente caspazas, o por procesamiento autocatalitico (Nicholson vy

Thornberry, 1997).

El andlisis filogenético de los miembros de la familia de caspasas permitido agrupar estos
enzimas en dos grandes subfamilias: ICE y CED-3. Se ha sugerido que los miembros de la
subfamilia ICE (caspasa 1, 4 y 5) podrian participar en sucesos proinflamatorios, mientras que
los miembros de la subfamilia de CED-3 (caspasas 2 a 9) estan principalmente implicadas en
las vias de induccion de apoptosis (Salvesen y Dixit, 1997).

Ya que las caspasas activan sus sustratos mediante roturas en residuos Asp, y también se
pueden autoactivar de la misma manera, es facil la existencia de cascadas proteoliticas, con
algunas caspasas funcionando como iniciadoras (upstream) y otras como efectoras
(downstream) (Siegel et al., 1998). Las caspasas iniciadoras se caracterizan por la presencia
de largos prodominios N-terminal, que ademds son capaces de unir otras proteinas también
implicadas en la cascada de activacion. Las caspasas efectoras, que funcionan como efectoras
ultimas de la apoptosis, en general tienen prodominios pequefios y son activadas por caspasas

upstream (Liy Yuan, 1999).
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Figura 3. Principales vias de induccion de apoptosis. La via de los receptores de muerte (parte izquierda
de la figura), mediada por la activacion de receptores de la familia del factor de necrosis tumoral tras union
con su ligando especifico. La via mitocondrial (derecha de la figura) es la principal encargada de inducir
apoptosis como respuesta tanto a sefiales extracelulares, como a insultos internos como la existencia de dafio
en el DNA. Las diferentes via convergen en la mitocondria, lugar donde estan ubicadas las moléculas de la
familia de Bcl-2.

Estas dos vias mayoritarias de induccion de apoptosis convergen a nivel de la activacion de caspasa 3. A
partir de este punto se activan numerosos subprogramas, la suma de los cuales es responsable de la muerte

de la célula por apoptosis (adaptado de Jaatteld, 1999).
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1.2.2 Genes de la familia de Bcl-2.

Como se ha dicho anteriormente, una de las caracteristicas comunes a un mayor numero de
procesos apoptoticos, es la regulacion a nivel mitocondrial. Factores de crecimiento,
citoquinas o dafio en el DNA, son algunos de los factores implicados en inducir apoptosis a
través de la mitocondria, mediante sefiales que afectan la funcion de los miembros de la
familia de Bcl-2, implicados en la regulacion de la funcion mitocondrial (Kroemer et al.,

1997; Lowe y Lin, 2000).

El proto-oncogen Bcl-2 se describid inicialmente en el punto de rotura de la translocacion
cromosOmica t(14;18) en linfomas foliculares de célula B. Con esta reordenacion
cromosomica Bcl-2 se transloca al /ocus de las cadenas pesadas de inmunoglobulinas,
induciendo una sobreexpresion masiva del mismo en las células B (Tsujimoto et al., 1985). El
potencial oncogénico de Bcl-2 se verificd posteriormente mediante el uso de ratones
transgénicos poseedores de una construccion que representaba la fusion entre Bcel-2 y una
inmunoglobulina con resultado final de sobreexpresion de Bcl-2, observandose que en los
animales aparecian linfomas de células B maduras las cuales mostraban una mayor
supervivencia, mientras que no aumentaba la tasa de proliferacion (McDonell et al., 1989).

A diferencia de otros oncogenes, Bcl-2 incrementa la supervivencia celular en condiciones de
crecimiento suboptimas inhibiendo apoptosis (Kelekar y Thompson, 1998). La
sobreexpresion de Bcl-2 es capaz de proteger a las células frente a un amplio abanico de
sefales apoptoticas, como deprivacion de factores de crecimiento, irradiacion, drogas
citotoxicas, calor, desregulacion de oncogenes y, en algunos tipos celulares, de la activacion

de receptores de muerte (Jadteld, 1999).

Hasta el momento se han identificado en humanos hasta 17 miembros de la familia de Bcl-2,
entre los que hay tanto moléculas proapoptoticas como antiapoptoéticas (Tsujimoto y Shimizu,
2000).

Todos los miembros de la familia comparten al menos 1 dominio de homologia con Bcl-2
(Adams y Cory, 2001). Los miembros antiapoptoticos como Bcel-2, Bel-xp, Bel-W, Mcl-1, Al
y Boo conservan los 4 dominios de homologia (BH1 a BH4). El dominio BH4 es
caracteristico de los miembros que promueven supervivencia celular (Reed, 1997). En cuanto

a los miembros proapoptoticos, su grado de conservacion es menor, y existen 2 subfamilias
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que difieren marcadamente en su relacion con Bcl-2. La primera que incluye moléculas como
Bax, Bak, Bad o Mtd (Bok), son muy parecidas a Bcl-2, y mantienen los dominios de
homologia BH1, BH2 y BH3. Los otros 7 miembros de mamiferos con capacidad apoptotica
(Bik, Bid, Bim, Hrk, Blk, Bnip3 y Bbip3L) solo tienen el dominio central BH3, estas
proteinas no estan relacionadas con ninguna otra proteina conocida, y so6lo Bik y Blk son

similares entre ellas (Tsujimoto y Shimizu, 2000) (Figura 4).

Miembros anti-apoptoticos

al 02 o3 a4 a5 ab a7 Bcl-2
Clasel — [ [BH4] Loop [BH3| [BHI] [BH2] [T™ ]| ™
Clase II — | [BH4 ]| [BH3| [BHI]| [Br2] M [ B

Miembros pro-apoptdticos
Bax

Clase] — | |BH3|  |BHI| [BH2| |[TM™ || g‘:‘)ll;

Clase II — | [BH4| Loop [BH3] [ ™ [| B,
Bik
Hrk
| [BH3 | |™ || Bim

Clase III —|: Bk
I [BH3 | | B

Bid

Figura 4. Clasificacion de las proteinas de la familia de Bcl-2 en funcion de la organizacion de
dominios. Se indican los dominios de homologia de Bcl-2 (BH) y los dominios transmembrana (TM)

(adaptado de Kelekar y Thompson, 1998).

La mayoria de moléculas de las 2 subfamilias con mayor grado de homologia tienen un
extremo C-terminal hidrofobico, que facilita su interaccion con el reticulo endoplasmatico, la
envoltura nuclear y la membrana mitocondrial externa, que es donde reside mayoritariamente
Bcl-2 (Krajewski et al., 1993). Sin embargo, Bax a pesar de tener el extremo C-terminal suele
localizarse en el citosol, mientras que Bcl-xi. se encuentra tanto en forma soluble como unido
a membranas (Antonsson y Martinou, 2000). La localizacion de estas proteinas cambia

durante la apoptosis, induciéndose una redistribucion hacia la membrana (Hsu et al., 1997).
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Se han encontrado similitudes estructurales entre algunas proteinas de la familia de Bcl-2 y
los dominios formadores de poro de algunas toxinas bacterianas, esto ha hecho pensar que
estas proteinas podrian funcionar, al menos en parte, como formadoras de canales i6nicos en
las membranas intracelulares (Schendel et al., 1997). Estudios in vitro han demostrado que
tanto Bcl-2 como Bcl-x;, y también Bax uno de los miembros proapoptoéticos de la familia,
son capaces de formar poros en membranas lipidicas (Antonsson y Martinou, 2000). A pH
fisiologico Bcl-2 es capaz de bloquear de forma practicamente completa la actividad del poro
inducido por Bax, estos resultados sugieren un posible mecanismo por el que Bcl-2 seria
capaz de antagonizar la funcion proapoptética de Bax. Los canales inducidos por moléculas
pro y antiapoptoticas tienen propiedades diferentes, sobre todo con respecto a pH,
seguramente como consecuencia de la diferente funcion de las proteinas (Antonsson et al.,
1997). A pesar de estos resultados, aiin no estéa clara la existencia de estos canales in vivo, y
en caso de existir que transportarian exactamente (Reed, 1999 b). Algunos autores han
propuesto que mas que formar nuevos poros en la membrana mitocondrial, los miembros de
la familia de Bcl-2 podrian estabilizar o perturbar canales ya existentes, como el poro de
transicion de permeabilidad (PT), que se forma en sitios de contacto entre membranas y

permite el paso de nucleodtidos de adenina y otras moléculas pequefias (Crompton, 1999).

Los miembros proapoptdticos y antiapoptdticos de la familia de Bcl-2 tienen ademas la
capacidad de interaccionar entre ellos mediante los dominios conservados: BH1, BH2 y BH3
(Korsmeyer, 1995; Kelekar y Thompson, 1998), y también son capaces de interactuar con
otras proteinas no pertenecientes a la familia de Bcl-2, que podrian estar implicadas en su
regulacion (Vander Heiden y Thompson, 1999). Se ha sugerido que la heterodimerizacion
induce la neutralizacion de una de las dos partes siendo la cantidad relativa de agonistas y
antagonistas de muerte, mas que sus niveles individuales, lo que define la sensibilidad de las
c¢lulas para entrar en apoptosis (Jéétteld, 1999).

Para formar los heterodimeros, una hélice a anfipatica del dominio BH3 de las proteinas
apoptogénicas se puede unir a un surco hidrofobico de las proteinas antiapoptoticas creado
por las hélices a de los dominios BH3, BH1 y BH2. En el grupo de proteinas que solo tiene el
dominio BH3, se supone que este corto motivo es necesario y probablemente suficiente para
inducir apoptosis (Sattler et al., 1997). Estas proteinas podrian bloquear las proteinas

antiapototicas, convirtiéndolas a una conformacién inactiva o incluso apoptogénica. En los
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miembros que inducen supervivencia, la capacidad de union a BH3, solo seria una parte de su

accion antiapoptotica, requiriendo posiblemente otros efectores (Minn et al., 1999).

Sin embargo, atn quedan muchos aspectos relativos a la capacidad de interaccion de los
miembros de esta familia de proteinas por aclarar. Estudios recientes indican que existen
mecanismos de muerte tanto dependientes como independientes de la heterodimerizacion de
Bcl-2, Bel-xp y Bax (Zha y Reed, 1997; Minn et al., 1999).

En el caso de las proteinas que inducen supervivencia celular parece claro que la
heterodimerizacion no es necesaria para que lleven a cabo su funcion (Minn et al., 1999). En
cuanto a las proteinas con actividad proapoptotica, hay que diferenciar el grupo que conserva
los dominios de homologia BH1, BH2 y BH3 que también podrian llevar acabo su funcion
con independencia de la formacion de heterodimeros (Adams y Cory, 1998). Mientras que en
las proteinas proapoptdticas que so6lo tienen el dominio BH3 la formacién de dimeros es

esencial para su actividad (Kelekar et al., 1997).

1.2.3 Papel de la mitocondria en la induccion de apoptosis.

La apoptosis puede ser inducida por una gran cantidad de factores tanto extracelulares como
intracelulares. La mayoria de estas sefiales inductoras de muerte convergen en la mitocondria
(Green y Reed, 1998). Este organulo tiene un papel fundamental en su control.

Tras recibir un estimulo proapoptoético, una de las caracteristicas que precede a la muerte
celular es la permeabilizacion de la membrana mitocondrial, seguida de la liberacion de
factores apoptogénicos, como el citocromo c o el factor inductor de apoptosis (AIF) desde el
espacio intermembrana hacia el citosol, donde activardn moléculas implicadas en la fase

efectora de la apoptosis (Kroemer et al., 1997).

AIF tiene la capacidad de inducir en el nucleo los cambios morfologicos tipicos de la
apoptosis de una forma caspasa independiente (Susin et al., 1999). El citocromo ¢ en cambio
es capaz de activar directamente caspasas mediante la unidon con la proteina citoplasmatica
Apaf-1 en presencia de ATP o dATP, esto da lugar a la formacién de un complejo
oligomérico que recluta a procaspasa 9 induciendo su autoprocesamiento y posterior

activacion (Wang, 2001).
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La liberacion de AIF depende de la existencia de un poro de transiciéon de permeabilidad que
se caracteriza por la pérdida del potencial de membrana (Ay), en cambio la liberacion de
citocromo ¢ puede ser tanto dependiente como independiente de PT (Tsujimoto y Shimizu,
2000).

Por otro lado, la membrana mitocondrial externa es el lugar donde interaccionan los
miembros de la familia de Bcl-2 (Loeffler y Kroemer, 2000).

Andlisis genéticos y bioquimicos indican que los miembros proapoptoticos de la familia de
Bcl-2 son los iniciadores de la apoptosis, y llevarian a cabo esta funcién uniéndose y
bloqueando los mecanismos de proteccion ejercidos por los miembros antiapoptdticos
(Jaatteld, 1999). Se ha visto que tanto Bcl-2 como Bcl-x; previenen todos los cambios
mitocondriales, incluyendo la pérdida del potencial de membrana y la liberacion de citocromo
c, un evento necesario para la posterior activacion de caspasa 3 (Granville et al., 1998). Sin
embargo, no esta claro como tras la translocacion de proteinas proapoptdticas del citosol a la
mitocondria, inducida por los estimulos apoptéticos, se induce la liberacion de activadores de
caspasas como el citocromo c¢ (Wolter et al.,, 1997). Se han propuesto dos posibles
explicaciones, por un lado Bax podria formar poros en la membrana mitocondrial externa y
asi permitir la salida de citocromo c, o inducir indirectamente la liberacion de citocromo c y la
pérdida de potencial de membrana interfiriendo los efectos supresores de las proteinas
antiapoptoticas, de forma que permitiria la activacion de caspasas y secundariamente la
abertura del poro (Jirgensmeier et al., 1998). También se propuso que Bcl-xp. podria tener la
capacidad de secuestrar Apaf-1 y de esta forma bloquear la activacion de caspasas, sin
embargo, estudios posteriores no muestran ninguna evidencia sobre la formacion de estos
complejos, sino que mas bien parece que Apaf-1 estaria en forma monomérica en el citosol

(Moriishi et al., 1999).

1.2.4 Alteraciones de la apoptosis y cancer.

Los defectos en las vias de sefalizacion de apoptosis son frecuentes en las células tumorales.
El desequilibrio que estas alteraciones producen al aumentar la supervivencia de las células,
juega un papel muy importante tanto en la tumorigénesis y la progresion tumoral, como en la
respuesta de los tumores a los agentes quimioterapéuticos (Wright et al., 1994; Krajewski et

al., 1999; Strasser, 1999).
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Los cambios genéticos que se seleccionan durante el proceso de progresion tumoral pueden
afectar a las vias de regulacion de apoptosis ya sean alteraciones que inducen resistencia a
apoptosis, como son ganancias de funcidn en los genes bcl-2 'y bcl-xi, o bien disminucion de
las sefiales inductoras de muerte celular, por alteraciones en genes como p53 o la proteina
activadora de caspasas Apaf-1 (Huang y Oliff, 2001).

Deficiencias en las vias de apoptosis pueden contribuir a la progresion tumoral tanto en las
etapas iniciales de malignizacion celular, como en la progresion hacia el fenotivo invasivo y
metastatico de los tumores, ya que el aumento de la supervivencia celular crea un ambiente
permisivo para la existencia de inestabilidad genética, en condiciones en las que normalmente
se induciria muerte, como pueden ser fallos en los checkpoints del ciclo celular, crecimiento
independiente de anclaje o deprivacion de oxigeno y nutrientes entre otras (Hartwell y Kastan,

1994; Reed, 1999 b).

La apoptosis y los genes que la controlan, tanto inductores como inhibidores, tienen un gran
efecto sobre el fenotipo maligno. Moléculas antiapoptoticas como Bcl-2 y Bcl-xp se
encuentran sobreexpresadas en diferentes tipos de tumores, confiriendo ademads resistencia
frente a un gran nimero de quimioterapicos (Thompson, 1995). En cancer de mama Bcl-2 se
expresa entre el 60-80% de los casos (Leek et al., 1994; Silvestrini et al., 1994; Sierra et al.,
1995; Kumar et al., 2000), preferentemente en tumores de grado histologico I y II (Sierra et
al., 1998). La relacion entre la expresion de este oncogen y los factores pronostico varia segun
las series estudiadas. Mientras que en algunos casos se asocia a la presencia de metastasis
ganglionares (Sierra et al., 1995) y un menor tiempo libre de enfermedad (Sjostrom et al.,
2002), en otros casos la expresion de Bcl-2 se relaciona con factores de buen prondstico
(Kymionis et al., 2001). La sobreexpresion de Bcl-2 en células derivadas de cancer de mama
humano induce un aumento de la capacidad de invasion y migracién celular, y del nlimero de
metastasis en el animal de experimentacion (Del Bufalo et al., 1997). De la misma manera
Bax, un promotor de muerte se encuentra inactivado en ciertos tipos de cancer de colon
(Yamamoto et al., 1997) y en tumores hematopoyéticos (Meijerink et al., 1998). La pérdida
de expresion de Bax en tumores de mama humanos se correlaciona con una menor
supervivencia de las pacientes y una progresion tumoral mas rapida (Kumar et al., 2000).
Experimentalmente, se ha visto que contribuye a acelerar la tumorigénesis en cerebro y mama

(Granville et al., 1998).
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También se han encontrado alteraciones en otros genes relacionados con apoptosis como p53,
un gen supresor de tumor que se encuentra inactivado en la mitad de los tumores humanos
(Miyashita y Reed, 1995). p53 induce una parada del ciclo celular en G; en células que han
sufrido dafo genético, de esta forma se permite la reparacion de los posibles errores antes de
la replicacion, evitando asi que las células hijas puedan acumular mutaciones y contribuyan a
la existencia de inestabilidad genética (Kuerbitz et al., 1992). Por otro lado si el dafio en el
DNA es excesivo, en condiciones normales, se induce apoptosis para evitar que las
mutaciones pasen a las c€lulas hijas. Estudios con ratones knockout para esta proteina han
demostrado que la p53 enddgena podria participar en la apoptosis inducida por radiacion en el
timo, pero no para la muerte celular inducida por glucocorticoides u otras sefiales apoptoticas.
Por lo tanto, el rol de p53 en apoptosis aparece ligado a la existencia de dafio en el DNA, y

podria ser estimulo y tejido especifico (Harrington et al., 1994).

El oncogen myc, tipicamente implicado en proliferacion, puede ser un potente inductor de
apoptosis bajo determinadas condiciones de estrés, dafio genotdxico o deprivacion de factores
de crecimiento. Esta dualidad también la tienen otras moléculas como por ejemplo la proteina
E2F1 (Evan y Vousden, 2001). En céncer de mama la sobreexpresion de Bcl-2 y c-Myc
incrementa el riesgo de metastasis ganglionares en las pacientes, lo que sugiere la existencia

de un sinergismo entre los mecanismos de accion de estos dos oncogenes (Sierra et al., 1999).

La implicacion de las vias apoptoticas en los mecanismos de progresion tumoral, hace que los
diferentes genes y proteinas que regulan apoptosis puedan servir como potenciales dianas
terapéuticas. En general, las proteinas reguladoras de apoptosis pueden afectar la muerte
celular inducida por agentes quimioterapicos y potenciar la resistencia a multiples farmacos
(Schaich et al., 2001). Algunas de las aplicaciones que ya se estan haciendo son el uso de
oligonucleotidos antisentido contra Bcl-2, que tanto in vifro como en modelos animales,
reduce los niveles de la proteina, haciendo por lo tanto a las células tumorales mas sensibles
al uso de agentes quimioterapéuticos (Reed, 1999 a).

Tambien en diferentes tipos de tumores como los oligodendrogliomas de bajo grado, se ha

descrito que la expresion de Bcel-2 impide la apoptosis inducida por radioterapia (Deininger et

al., 1999).
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1.3 Inestabilidad genética en relacion con el cancer.

1.3.1 El cancer como proceso evolutivo.

El desarrollo del cancer es un proceso evolutivo, y como tal implica replicacion, variacion y
seleccion.

La progresion tumoral es un proceso de cambio gradual en el que las células adquieren de
forma progresiva las caracteristicas de crecimiento, angiogénesis, invasion, y metastasis que
caracterizan a los tumores malignos. Siendo el actimulo secuencial de alteraciones

genéticas lo que induce la malignizacion de las células (Hellman, 1997).

En cada ronda de replicacion, ya sea debido a factores exdgenos o enddgenos, las células
pueden sufrir alteraciones en su material genético. La mayoria de estos errores son, o bien
irrelevantes para la vida de la célula, o bien deletéreos, ya sea porque afectan a algin gen
critico para la viabilidad celular o porque se activa el programa de muerte celular por
apoptosis (Boland y Ricciardiello, 1999). Sin embargo, se puede dar el caso de que alguna de
estas alteraciones llegue a conferir a la célula una ventaja de crecimiento, bien por un
incremento en la proliferacion o por una disminucién de la muerte celular (Nowell, 1976).
Esta ventaja de crecimiento resultara en una expansion clonal de ese linaje celular en
particular (Figura 5). Posteriormente, podria ocurrir de nuevo otra mutaciéon que también
proporcionara una ventaja de crecimiento a la célula que la suftre, y a toda su progenie (Cahill

et al., 1999).
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Figura 5. Modelo de progresion tumoral como proceso evolutivo (Nowell, 1976).
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El acumulo sucesivo de mutaciones que afectan al control del crecimiento, diferenciacion y
supervivencia es lo que caracteriza la progresion tumoral (McCormick, 1999). Este concepto,
definido inicialmente por Foulds, implica la adquisicion en multiples pasos (multistep), de
alteraciones que afectan tanto a protooncogenes como a genes supresores de tumores
(Hellman, 1997). Estos dos tipos de genes son las principales dianas de las alteraciones ya que
ambos estdn relacionados con el crecimiento celular, promoviéndolo o inhibiéndolo,
respectivamente. Los protooncogenes tienen mutaciones de ganancia de funcion, y en general
con solo un alelo mutado su funcion ya se ve afectada, mientras que los genes supresores de
tumores, tienen mutaciones de pérdida de funcion, por lo que salvo excepciones solo se pierde

su funcion si los dos alelos estdn mutados (Ross, 2000).

La progresion tumoral resulta de la heterogeneidad celular de los tumores y la seleccion de las
subpoblaciones mejor adaptadas para sobrevivir en el entorno tumoral en que se encuentran
(Breivik, 2001). El microentorno tisular sera el encargado de seleccionar aquellas poblaciones
celulares con las alteraciones genéticas que confieren alguna ventaja para crecer en esas
condiciones, pero Jde donde viene la variabilidad celular a partir de la cual se seleccionan

las poblaciones mejor adaptadas? .

1.3.2 Inestabilidad genética como motor de la progresion tumoral.

Diferentes autores, entre ellos Nowell en 1976, han propuesto la existencia de un mecanismo
subyacente de inestabilidad genética como causante de las multiples alteraciones existentes en
las células tumorales, tanto a nivel génico como cromosomico.

La inestabilidad genética puede ser resultado de factores internos a la propia célula como
mutacion, amplificacion, fenotipos mutadores o deficiencias en los mecanismos de reparacion
del DNA, pero también podria venir inducida por factores presentes en el microentorno
tumoral (Nowell, 1986; Heppner y Miller, 1998). La inestabilidad genética seria tanto el
motor de la progresion tumoral como el motor de la heterogeneidad genética necesaria para la
progresion tumoral (Lengauer et al., 1998).

Segun esta teoria, los precursores de las células tumorales a diferencia de las células normales
tendrian un nivel basal de inestabilidad, por lo que serian mas sensibles a los agentes que
pueden incrementar la inestabilidad genética y podrian generar una poblacién celular

genéticamente heterogénea (Loeb y Loeb, 1999; Coleman y Tsongalis, 1999), lo que facilitara
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que alguna de las variantes celulares resultantes tenga alguna ventaja selectiva y asi sea capaz
de proliferar en condiciones adversas y continuar el proceso de progresion tumoral (Volpe,
1988; Nowell, 1976). Sin embargo un exceso de inestabilidad genética puede tener un efecto
deletéreo, si la célula supera el umbral de viabilidad se activaran las vias de induccion de
apoptosis y morira. Por lo tanto, para que la célula tumoral progrese tiene que existir un
equilibrio entre la tasa de inestabilidad y la supervivencia celular (Cahill et al., 1999) (Figura

6).
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Figura 6. Inestabilidad genética como motor de la progresion tumoral. En el esquema se

representan las 3 situaciones posibles, ausencia de inestabilidad, presencia de inestabilidad genética

y exceso de la misma (adaptado de Cahill et al., 1999).

1.3.3 Hipotesis del fenotipo mutador.

Las células tumorales se caracterizan por la presencia de un elevado nimero de mutaciones.
Sin embargo, teniendo en cuenta que la tasa de mutacion espontanea en células normales es

de 1.4x10™"° mutaciones/ par de bases/ division, parece poco probable que la aparicion de
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mutaciones espontaneas sea la fuente de las multiples alteraciones genéticas detectables en las
células tumorales (Orr-Weaver y Weinberg, 1998). Estas observaciones llevaron a Loeb en
1991 ha proponer la existencia de un fenotipo mutador como mecanismo temprano en la
progresion de los tumores. Este fenotipo seria el resultado de la existencia de mutaciones en

genes encargados de mantener la estabilidad del genoma (Jackson y Loeb, 1998 a).

Existen diferentes vias implicadas en el mantenimiento de la estabilidad genética, tanto a
nivel nucleotidico, como cromosoémico. La inactivacion o desregulacion de cualquiera de los
posibles genes implicados en estas vias, ya sean genes de reparacion, replicacion,
recombinacion, segregacion cromosomica, o checkpoints del ciclo celular incrementard la
probabilidad de que sucesivas alteraciones genéticas aparezcan (Jackson y Loeb, 1998 b;

Loeb, 2001).

1.3.4 Teorias sobre los mecanismos que promueven la progresion tumoral.

Teniendo en cuenta que el cancer es resultado de una acimulo secuencial de alteraciones
genéticas (multistep) y que la tasa de mutacion espontanea es demasiado baja, se sugirio la
existencia de un fenotipo mutador en el que la tasa de mutacién estaba notablemente
incrementada (Loeb, 1991). El descubrimiento de que alteraciones en el sistema de reparacion
de mismatch incrementaba la tasa de mutaciones de secuencias repetitivas sencillas en un tipo

concreto de cancer colorrectal corroboraba esta hipdtesis (Ionov et al., 1993).

Sin embargo, algunos autores consideran que la inestabilidad genética, no seria la fuerza
impulsora (driving force) para el desarrollo del cancer, sino que la presion selectiva del
entorno tumoral y la expansion clonal son suficientes para facilitar la progresion tumoral
(Tomlinson y Bodmer, 1999). Mediante el uso de modelos matematicos basados en datos de
cancer colorrectal, Tomlinson y colaboradores en 1996 analizaron el rol que tenia la tasa de
mutacion en el crecimiento de tumores esporadicos, y llegaron a la conclusion de que la
seleccion, sin necesidad de un incremento en la tasa de mutacion, era suficiente para explicar
la evolucion de los tumores. Seglin estos modelos, la seleccion seria la fuerza impulsora en la
iniciacion de la mayoria de los canceres humanos, y la inestabilidad genética seria un evento

tardio en su desarrollo. Teniendo esto en cuenta, la mutacion que confiera una ventaja
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selectiva de crecimiento deberia ser considerada como el evento critico en el desarrollo del
cancer (Chow y Rubin, 2000).

Seguramente el desarrollo de la mayoria de tumores requiere tanto la existencia de
inestabilidad genética como la expansion clonal y posterior presion selectiva, aunque hasta
ahora se desconoce la contribucion de cada uno de ellos (Loeb y Loeb, 1999; Jackson y Loeb,

1998 a).

1.3.5 Evidencias de la existencia de un fenotipo mutador.

1.3.5.1 Inestabilidad de microsatélites.

La primera evidencia de un fenotipo mutador en cancer fue la descripcion de inestabilidad de
microsatélites (MI) en una forma de cancer colorrectal familiar conocida como cancer de
colon hereditario no poliposis (HNPCC) (Ionov et al.,1993). Esta forma de inestabilidad se
caracteriza por los cambios de longitud — inserciones o deleciones — en las secuencias
microsatélite del DNA. Los microsatélites son secuencias cortas, de entre 1 y 6 pb, de DNA
repetitivo, altamente polimorficas, distribuidas a lo largo de todo el genoma (Sturzeneker et

al., 2000).

En las células normales, el nimero de repeticiones de una secuencia determinada se mantiene
con una gran exactitud gracias a la eliminacion de los apareamientos incorrectos (mismatch)
base-base que se generan como consecuencia del deslizamiento (s/ippage) de la DNA
polimerasa durante el proceso de replicacion. La existencia de inestabilidad se cree que es
debida a fallos en este sistema de reparacion de errores del DNA o mismatch repair (MMR).
Cuando estos fallos se dan dentro de una secuencia de DNA repetitivo, se generan loops de
insercion-delecion, y el resultado final serd una ganancia o una pérdida del nimero de
repeticiones de esa secuencia en particular, este fendmeno es lo que se conoce como
inestabilidad de microsatélites (Claij y te Riele, 1999; Perucho, 1998; Peltomaki, 2001).

En humanos se han descrito al menos 6 proteinas diferentes implicadas en el sistema de
reparacion de mismatch, hMSH2, hMSH6, hMSH3, hMLH1, hPMS2 y hMLH3 (Aquilina y
Bignami, 2001).

Mutaciones en cualquiera de estos genes podrian ser responsables de la induccion de

inestabilidad de microsatélites, pudiendo inducir ademés la aparicion de mutaciones
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secundarias en otros genes que contengan dianas estructurales para estas mutaciones, y de esta
forma ser seleccionadas durante la tumorigénesis. Es decir, este tipo de inestabilidad,

conferiria a las células propiedades mutadoras (Perucho, 1996; Percesepe et al., 1998).

Existen diferentes evidencias que asocian la existencia de mutaciones en los genes del sistema
MMR con la existencia de inestabilidad de microsatélites. Se han encontrado mutaciones en la
linea germinal de individuos con HNPCC y también mutaciones somaticas en tumores
esporadicos con este tipo de inestabilidad (Ohmiya et al., 2001). Ademas, experimentos con
lineas celulares deficientes para alguno de los genes de reparacion, han demostrado que la
introduccion de ese gen conlleva la recuperacion de la estabilidad de microsatélites
(Arzimanoglou et al., 1998).

Sin embargo, en muchos casos con MI no se han detectado mutaciones en los genes del
sistema MMR. Recientemente, se ha demostrado la correlacion entre la hipermetilacion de la
region promotora del gen MLHI1 y su pérdida de expresion en tumores donde no hay
mutaciones detectables en MLHI1 (Kane et al., 1997). Por lo tanto, una proporcion de los
tumores esporadicos con inestabilidad de microsatélites, pero sin mutaciones en los genes
MMR, tendria inactivos estos genes por mecanismos epigenéticos, y no por mutaciones
somaticas o pérdidas de heterocigosis (Sturzeneker et al., 2000; Peltomaki, 2001).

Tampoco se puede excluir la posibilidad de que en algunos casos, la existencia de MI sea
debido a otros factores diferentes a los genes MMR (Brentnall, 1995), incluyendo fallos en
cualquiera de los componentes del sistema de reparacion de errores como el mecanismo
proofreading (corrector de pruebas) de replicacion del DNA (Claij y te Riele, 1999).
Independientemente del mecanismo que origina la existencia de inestabilidad de
microsatélites, se ha visto que las células tumorales con este tipo de alteraciones tienen una
tasa de mutacion entre 100 y 1000 veces superior a la de las células normales (Yamasaki y
Mironov, 2000).

Las mutaciones de microsatélites ademas de afectar a secuencias anénimas de DNA pueden
afectar también a genes relacionados con cdncer que contengan secuencias nucleotidicas
repetidas (Calin et al., 2000; Duval y Hamelin, 2002). La insercién o delecion de uno o dos
nucleodtidos originard un cambio en la pauta de lectura dando lugar a una proteina truncada y
por lo tanto no funcional. Se han descrito diversos genes con estas caracteristicas, algunos

implicados en el control del crecimiento como TGFBRII, otros como Bax, son inductores de

27



Introduccion

apoptosis, y otros como MSH3 y MSH6 estan relacionados con la reparacion del DNA (Loeb
y Loeb, 1999; Breivik y Gaudernack, 1999).

La MI estd bien caracterizada en algunos tipos de cancer de origen epitelial como colon,
endometrio y estomago (Ouyang et al., 1998; Claij y te Riele, 1999). Aproximadamente un
15% de los tumores colorrectales son inestables (Percesepe et al., 1998), siendo en estos
carcinomas donde la incidencia de MI es mayor. Sin embargo, en otros tumores esporadicos
como pulmoén o mama no estd bien establecida su incidencia, existiendo una gran variabilidad
en funcion de los trabajos. En cancer de mama oscila entre 5-21%, segln las series estudiadas
(Contegiacomo et al., 1995; De Marchis et al., 1997; Dillon et al., 1997; Schmitt et al., 1999).
También existen trabajos que no detectan inestabilidad (Anbazhagan et al., 1999), y otros en
los que practicamente todos los tumores analizados son inestables (Bhattacharyya et al., 1999)

(Tabla 2).

En cuanto al papel que juega la inestabilidad en la progresion tumoral, los estudios de cancer
colorrectal indican que la presencia de inestabilidad de microsatélites es un evento temprano
en el desarrollo tumoral ya que se detecta en criptas aberrantes. Sin embargo en otros tipos de
tumores como los de célula no pequena de pulmén o tumores esporadicos de mama, parece
ser un evento tardio en el desarrollo tumoral (Arzimanoglou et al., 1998). Aunque, en cancer
de mama también se ha descrito que la inestabilidad de microsatélites podria ser un evento

temprano en la progresion tumoral (Dahiya y Deng, 1998).
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Tabla 2. Frecuencia de inestabilidad de microsatélites en pacientes con cancer de mama.

Inestabilidad de microsatélites en tumores de mama

10,6 % Wooster et al., 1994
20 % Yeeetal., 1994
21 % Contegiacomo et al., 1995
30 % Paulson et al., 1996
24,7 % De Marchis et al., 1997
10,8 % Dillon et al., 1997
2% Boland et al., 1998
0% Zhou et al., 1998
0% Anbazhagan et al., 1999
0% Benachenhou et al., 1999
72 % Bhattacharyya et al., 1999
1,9 % Minobe et al., 1999
8,3 % Schmitt et al., 1999
11,6 % Méndez et al., 2001

1.3.5.2 Inestabilidad cromosomica.

La inestabilidad genética también se puede manifestar a nivel del mantenimiento de la
integridad cromosoémica. De hecho, los mecanismos moleculares implicados en preservar la
informacion genética se pueden subdividir en aquellos encargados de mantener la integridad
de las secuencias gendmicas, incluyendo el sistema de reparacion de mismatch mencionado
anteriormente, y por otro lado estan los mecanismos encargados de mantener la integridad a

nivel cromosoémico (Lengauer et al., 1997).

Los cambios en el numero de cromosomas, o aneuploidia, son muy frecuentes en la mayoria
de los tumores humanos (Aragane et al., 2001; Phillips et al., 2001; Dahiya y Deng, 1998).
También se detectan frecuentemente otro tipo de alteraciones cromosémicas como
translocaciones, deleciones y amplificaciones (Loeb y Loeb, 1999). Esta alteracion
generalizada del genoma de las células tumorales podria ser consecuencia de la existencia de

un mecanismo subyacente de inestabilidad cromosomica (CIN).
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Se sabe poco acerca de como se origina este tipo de inestabilidad o de la ventaja selectiva que
podria conferir a los tumores. Una posible explicacion seria que la alteracion en la dosis
génica podria potenciar la inestabilidad genética, y por tanto representaria otra forma de
fenotipo mutador, aunque en este sentido existen trabajos contradictorios. Algunos autores
han visto que la pérdida de genes supresores de tumores y la amplificacién de oncogenes se
relacionan con la aneuploidia, y parecen jugar un papel central en el desarrollo de tumores
con inestabilidad cromosémica (Breivik y Gaudernack, 1999; Loeb y Loeb, 2000). Sin
embargo, en otros casos se ha visto que la pérdida de funcién de p53 no es suficiente para
inducir aneuploidia, lo cual sugeriria que solo en presencia de otras alteraciones genéticas o
epigenéticas, la ausencia de p53 es capaz de potenciar una tendencia a la inestabilidad
preexistente (Bunz et al., 2002).

Ademas, CIN promoveria el proceso carcinogénico incrementando la tasa de mutacion a nivel
cromosdmico. La pérdida o ganancia de cromosomas enteros es presumiblemente el resultado
de una alteracion en el aparato mitdtico o en la formacion del huso (Compagni y Christofori,
2000). Estudios recientes han relacionado la existencia de inestabilidad cromosomica con
pérdidas de funcion de checkpoints mitdticos. Este tipo de alteraciones favoreceria una
disyuncion incorrecta de las cromatidas hermanas durante la division celular, induciendo por
tanto CIN como consecuencia de una segregacion cromosomica defectuosa (Breivik y
Gaudernack, 1999).

Algunos autores consideran que la forma predominante de inestabilidad genética durante la
tumorigénesis es la que afecta tanto a fragmentos como a cromosomas enteros, mas que la que
implica alteraciones a nivel de unos pocos nucleétidos (Lengauer et al., 1997; Duesberg et al.,
1999). La inestabilidad cromosémica es mucho madas frecuente en los tumores que la
inestabilidad de microsatélites, pudiendo ser debida a alteraciones en proteinas implicadas en
el control de la divison celular, o en cualquiera de los checkpoints encargados de controlar la

progresion a lo largo del ciclo celular (Lengauer et al., 1998).

1.3.6 Inestabilidad genética, ciclo celular y apoptosis.

Alteraciones en las fases del ciclo celular proporcionan otro mecanismo para la generaciéon del
fenotipo mutador. Durante la progresion del ciclo celular hay varias vias reguladoras que
funcionan como checkpoints, y controlan la reparacion del dafio en el DNA antes de pasar a la

siguiente fase del ciclo. Cuando estos checkpoints se activan, una de sus funciones es prevenir
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la expansion de células con dafio genético no reparado. El fallo en la induccion de la respuesta
apoptdtica descrito en muchas células tumorales favorece la creacion de un ambiente
permisivo para la inestabilidad genética y el acimulo de mutaciones (Hartwell y Kastan,
1994).

Los checkpoints del ciclo celular son vias genéticas que incluyen genes implicados en detectar
el dafio genético, producir parada de ciclo celular, iniciar la reparacion o inducir apoptosis,
mutaciones en los mismos contribuyen a la tumorigénesis y al cariotipo anémalo de las
células. Por lo tanto, la eliminacion de estos puntos de control es una manera de desarrollar un

fenotipo mutador (Minn et al., 1996).

La pérdida de apoptosis puede contribuir a la inestabilidad genética propia de las células
tumorales. En 1996 Minn y colaboradores demostraron que las células que sobreexpresaban la
proteina antiapoptotica Bcel-xp tenian una tasa espontanea de tetraploidizacién mayor y si se
acompanaba de una pérdida de funcion de p53, ambos factores podian cooperar y contribuir a
la inestabilidad genética, permitiendo el acimulo de células con dafio en el DNA.

Tanto Bcl-2 como Bcel-xp. son capaces de inhibir la via de replicacion conservativa de RADSI.
Inhibiendo esta via de reparacion aumenta la tasa de mutagénesis frente a agentes genotoxicos
(UV, rayos vy, estrés oxidativo) hasta 2.5 veces por célula y por generacion (Saintigny et al.,
2001).

Por lo tanto, la sobreexpresion de proteinas antiapoptoticas de la familia de Bcl-2, ademas de
inhibir apoptosis facilitan la oncogénesis contribuyendo a la existencia de un fenotipo
mutador y la inestabilidad genética mediante la inhibicion de diferentes vias implicadas en la

reparacion del DNA.

La apoptosis también podria contribuir a la inestabilidad genética, actuando como vehiculo de
la misma. Los experimentos de Holmgren y colaboradores en 1999, parecen indicar que el
DNA contenido dentro de los cuerpos apoptdticos podria ser incorporado mediante
fagocitosis por las células vecinas, y de esta forma contribuirian a diversificar los diferentes

componentes celulares que forman parte de un tumor (Hanahan y Weinberg, 2000).
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1.4 Desregulacion de la expresion génica en cancer.

Historicamente, la patologia molecular del cancer se ha centrado en estudiar las alteraciones
de las células tumorales a nivel gendmico, pero muchos genes que no han sufrido mutaciones,
pueden presentar alteraciones a nivel de RNA o de proteina (Celis et al., 2000), pudiendo
igualmente afectar distintos procesos celulares, no sélo proliferacion, sino también interaccion
célula-célula, célula-matriz, reparacion de DNA, invasion y motilidad, angiogénesis,

senescencia y apoptosis entre otros.

El céncer surge como resultado de un acimulo de alteraciones genéticas, las cuales afectaran
a las complejas redes de regulacion transcripcional. Los multiples productos proteicos que se
expresan en la célula en un momento dado, actiian coordinadamente regulandose los unos a
los otros. La mutacion de uno de ellos puede traducirse en un cambio estable a nivel de
mRNA en algunos de los componentes de la via de sefializacion. Segun esto, resulta l6gico
pensar que la progresion tumoral sea el resultado de una alteracion en la expresion génica, ya
sea por mutacion directa de los genes o por cambios en su via de regulacién (Zhang et al.,
1998), lo que hace que su estudio sea enormemente util, tanto por su contribuciéon para
comprender las bases moleculares del cancer, como por su potencial rol como dianas
terapéuticas (Sager, 1997).

El éxito de los estudios de expresion diferencial dependerda de la medida en que reflejan
mutaciones y otros cambios cuantitativos en el DNA y modificaciones postraduccionales de
proteinas (Szallasi, 1998). Un ejemplo de alteracion a nivel de DNA, pero con efecto a nivel
transcripcional y con importantes implicaciones en céancer, es el silenciamiento de genes
supresores de tumor causada por hipermetilacion de sus promotores (Ponder, 2001).

Una parte importante de los efectos que todos estos cambios producen, se pueden detectar a
nivel de RNA (DeRisi et al., 1997). Ademas, mutaciones fuera de la region codificante,
especialmente las localizadas en elementos reguladores como el promotor, o en secuencias
implicadas en mantener la estabilidad del RNA, también son detectables mediante estudios de
expresion génica, siendo este tipo de estudios altamente informativos sobre los cambios
implicados en céncer a todos los niveles de regulacion biologica desde el DNA a las
proteinas. Aunque esto no es una correlacion perfecta, se puede dar el caso de que diferentes

alteraciones produzcan cambios de expresion muy similares. También puede haber cambios
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tanto en el genoma (ej.: telomeros) como en los niveles de actividad de las proteinas, que no

vayan acompafiados de un cambio detectable en los niveles de mRNA (Szallasi, 1998).

1.4.1 Metodologias para el estudio de la expresion génica.

El desarrollo en los ultimos afios de nuevas tecnologias, ha permitido abordar de forma mas
exhaustiva, el andlisis tanto del transcriptoma como del proteoma de las células. Por un lado
el analisis simultaneo de miles de genes permitira conocer que cambios subyacen en las vias y
programas genéticos de las células transformadas y por otro, la busqueda de genes
individuales, que son importantes en la biologia del cancer, se ha hecho mucho mas rapida y
eficiente. Todos estos aspectos, seran de gran utilidad en un futuro, tanto a nivel diagnostico

como de tratamiento (Vietor y Huber, 1997).

Existen numerosas técnicas para detectar y cuantificar los niveles de expresion génica,
incluyendo Northern blots, ensayo de proteccion de la nucleasa S1, secuenciacion de librerias
de cDNA, etc. De todas ellas, las mas ampliamente utilizadas son el differential display,
sustraccion de 4cidos nucleicos, analisis seriado de la expresion génica (SAGE), y en los
ultimos anos el uso de microarrays de expresion. Estas técnicas, proporcionan informacion de
la expresion génica estatica, en que tejido se expresa el gen, y dindmica, es decir cual es el
perfil de expresion de un gen en relacion con el resto (Duggan, et al, 1999).

A continuacion se describe brevemente en que consisten algunas de ellas, asi como sus

ventajas e inconvenientes.

La técnica de differential display (DD) ha sido ampliamente utilizada para identificar y aislar
genes que se expresan de forma desigual en dos poblaciones celulares. Los mRNAs de interés
se retrotranscriben y se amplifican mediante PCR utilizando 2 primers, uno que se une a la
cola poliA, y otro que se une a una cierta distancia del extremo poliA. La visualizacion de las
secuencias amplificadas se hace mediante un gel, donde se puede comparar que secuencias
son mas o menos abundantes en cada una de las muestras.

Las ventajas de esta técnica son su relativa simplicidad, junto con el potencial de descubrir
secuencias previamente no descritas. El principal inconveniente es que se necesitan analizar

muchos primers para estudiar un gran nimero de secuencias, a lo que se une la dificultad para
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cuantificar las diferencias en los niveles de expresion, lo que incrementa el riesgo de falsos

positivos (Gray y Collins, 2000).

Las técnicas basadas en la hibridacion sustractiva de acidos nucleicos, incluyendo el
analisis de las diferencias representacionales (RDA), consisten en hibridar una poblacion de
DNA o cDNA presente en exceso con otra que estd en defecto, para eliminar asi de la segunda
poblacion las secuencias comunes a la primera y enriquecerla con las que son diferentes.

La ventaja de enriquecer la muestra con unas determinadas secuencias es que permite reducir
la complejidad y por lo tanto incrementa la eficiencia. En contrapartida, s6lo permiten
comparar dos muestras a la vez, y ademads los genes diana tienen que ser Unicos, ya que en el
caso de familias de genes, pueden ser sustraidos genes con un alto grado de homologia al que
nos interesa. Estas técnicas ademas no permiten detectar genes upregulados presentes en las

dos poblaciones analizadas (Vietor y Huber, 1997).

En los casos en que el principal objetivo del estudio es catalogar todos los mRNAs
tipicamente expresados en una poblacion el andlisis seriado de la expresion génica es de
gran utilidad. Esta técnica permite el andlisis simultaneo y cuantitativo de un gran ntimero de
transcritos. Se basa en que secuencias nucleotidicas cortas, son suficientes para identificar de
forma Unica un transcrito, y mediante concatenacién de esas secuencias es posible llevar a
cabo el analisis de transcritos de forma seriada mediante secuenciacion. La principal ventaja
de usar esta técnica es que permite analizar de forma no sesgada las frecuencias con las que
los genes se expresan. Uno de los inconvenientes es la falta de clones para las secuencias
noveles, y por otra parte para obtener datos utiles y fiables es necesario secuenciar miles de
secuencias cortas (short sequence tags) para cada muestra (Gray y Collins 2000; Velculescu

et al., 1995).

La técnica de microarrays se ha empezado a utilizar en los Ultimos afios para realizar
estudios de expresion génica. El fundamento de esta metodologia se explica en el apartado

3.3.2 del Material y métodos.
Uno de los principales valores de la utilizacion de esta técnica radica en que ademas de

permitir hacer un screening a nivel de genes individuales, también nos permite realizar

estudios de expresion génica a nivel global (Golub, 2001).
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El conjunto de genes que se expresan o transcriben, en un momento dado, a partir del DNA
genomico es lo que se conoce como perfil de expresion o transcriptoma. A diferencia del
genoma, el transcriptoma es altamente dindmico y cambia rapida y dramaticamente en
respuesta a perturbaciones, o incluso durante procesos celulares normales como pueden ser la
replicacion del DNA o la division celular (Lockhart y Winzeler, 2000).

Conocer cuando, donde, y en que grado se expresa un gen es crucial para entender la
actividad y el rol biologico de la proteina que codifica. Estudiar los patrones de expresion
multigénicos es imprescindible para entender las funciones celulares y las vias bioquimicas
(Heyer et al., 1999). El uso de microarrays sera de gran interés para descifrar la compleja red
de interacciones de genes involucrados en ciclo celular, transduccion de sefales o apoptosis.
Ademas, una gran proporcién de genes estan representados por ESTs (expressed sequence
tag) anoénimas. Detectar cambios en los niveles de expresion de estas secuencias no conocidas

permitird conocer mas acerca de su funcion (Brown y Botstein, 1999).

Los microarrays, al igual que las técnicas de analisis del proteoma, son noveles y muy
potentes ya que permiten analizar los niveles de expresion de miles de genes simultineamente
(Celis et al., 2000).

Este tipo de tecnologia estd en pleno desarrollo y por lo tanto aiin se necesitaran unos afios
para llegar a estandarizarla y poder sacarle el maximo provecho. Muchas cuestiones, tanto

referentes al analisis de datos, como otras mas técnicas todavia no estan del todo solventadas.

1.4.2 Expresion génica asociada al potencial tumorigénico de las células.

Existen numerosos ejemplos en que alteraciones de la expresion génica se relacionan con
cancer, lo cual no sorprende, si tenemos en cuenta el alto grado de aberraciones genéticas

existentes en la mayoria de tumores solidos (Y okota, 2000).

Las técnicas de expresion diferencial se han aplicado al estudio de diferentes tipos de tumores,
permitiendo detectar genes sobre e infraexpresados. Estos andlisis permiten estudiar tanto las
diferencias entre tejido normal y tumoral, como comparar las diferentes etapas de la
progresion tumoral, y determinar los genes mds relevantes en cada una de ellas (Gray y

Collins, 2000).
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La aplicacion de esta técnica al estudio de tumores de mama ha permitido subclasificarlos en
base a sus perfiles moleculares, lo cual complementa la clasificacion basada en los factores
prondstico clasicos. Esto ayudara a determinar cual es la terapia més apropiada para cada tipo
de tumor (Bertucci et al., 2000). Los estudios de expresion diferencial también permiten
conocer los perfiles de expresion asociados a determinadas perturbaciones ya sean
fisiologicas, patologicas o provocadas tras el tratamiento de las células. Asi, el uso de
microarrays ha permitido clasificar diferentes tumores y lineas celulares de cancer de mama
con respecto a la expresion de genes relacionados con proliferacion y respecto a los genes

regulados por IFN (Perou et al., 1999).

Mediante hibridacion sustractiva y differential display, se ha descrito como la expresion del
gen T1A12, un insulin-like growth factor-binding protein, varia en la progresion del cancer de
mama. Detectdndose su expresion en células hiperplasicas, mientras que no se detectaba en

células invasivas de carcinoma (Burger, 1998).

Otra posible aplicacion de este tipo de estudios es analizar la expresion diferencial en
respuesta a diferentes tratamientos, por ejemplo genes que responden al tratamiento con
andrégenos (Averboukh et al., 1996). La comparacién de células que sobreexpresan p53
frente a células wild-type, permite estudiar que genes estan siendo regulados por ese gen en
particular (Madden et al., 1997). También resulta de interés estudiar que genes se expresan de
forma diferencial a lo largo del ciclo celular, ya que cambios de expresion en los reguladores

del ciclo pueden favorecer el desarrollo tumoral (Alpan et al., 1996).

Todo esto hace que las técnicas de expresion diferencial sean de gran utilidad en el estudio del
cancer, ademas este tipo de andlisis no s6lo permite estudiar genes conocidos cuya expresion
varia en determinadas condiciones, sino que permite trabajar con secuencias no conocidas,
pero cuyo perfil de expresion puede resultar de interés (Brown y Botstein, 1999).

1.4.3 Expresion génica asociada al potencial metastatico de los tumores.

De la misma forma que existen genes sobre o infraexpresados en el tejido tumoral respecto al

normal, también existen genes diferencialmente expresados en relacion con el potencial
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metastatico de las células tumorales. Sin embargo la relacion causa-efecto, entre alteraciones

genéticas y el fenotipo metastatico resultante no estd demasiado clara.

En cancer de mama mediante differential display se detectd la expresion constitutiva del gen
com-1 (candidate of metastastasis-1) que parecia diferenciar entre células con potencial
metastatico y aquellas que carecian de ¢l (Ree et al., 1999). También se ha asociado la
expresion de lisil oxidasa y de un factor de transcripcion zinc finger a lineas celulares de
cancer de mama con potencial invasivo o metastatico (Kirschmann et al., 1999).

En tumores gastricos, el uso de microarrays permitié detectar que tanto la E-cadherina como
la integrina P4 estaban down-reguladas en lineas metastaticas (Hippo et al., 2001). De la
misma manera, en un modelo murino de osteosarcoma se detectd que la expresion del gen
Ezrin implicado en motilidad, invasion y adherencia estaba sobreexpresado en tumores
derivados de una linea celular altamente metastatica, mientras que su expresion era menor en
tumores poco metastaticos (Khanna et al., 2001).

Se han descrito numerosos genes potencialmente implicados en la regulacion de la actividad
metastatica, como el gen supresor de metastasis Kiss-/ descrito en melanoma y en la linea
celular de adenocarcinoma de mama humana MDA-MB 435 (Lee y Welch, 1997). El reto
pendiente es conocer si los perfiles de expresion de estos genes son clinicamente validos para
predecir el potencial metastatico en pacientes afectados de céncer, ya que no siempre se han
encontrado alteraciones de esos genes en las células tumorales, y sus perfiles de expresion no

siempre correlacionan con el potencial metastatico de las células (Yokota, 2000).

Es necesario profundizar mas en este tipo de estudios, para poder conocer que genes se alteran
y que efecto tienen, y asi poder comprender el complejo mecanismo molecular de la
metéstasis, uno de los aspectos de mayor importancia en la investigacion sobre cancer por su

relevancia clinica.
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Hipotesis y objetivos

Hipotesis.

En el carcinoma ductal infiltrante de mama la inhibicion de la apoptosis secundaria a la
desregulacion de genes de la familia de Bel-2 (Bcl-2, Bel-xp, Bax) podria facilitar un acimulo
de alteraciones genéticas, y contribuir a la seleccion poblacional que determina la actividad

metastatica del tumor y la ubicacion de las metastasis.

Objetivos.

1. Analizar en un grupo de tumores provenientes de pacientes con cancer de mama, la relacion
entre el status de apoptosis del tumor, la presencia de inestabilidad de microsatélites, y la

correlacion de estos parametros con las caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes.

2. Estudiar en un modelo experimental in vivo/in vitro, si la sobreexpresion de Bel-2 y Bel-xp
induce un mayor numero de alteraciones genéticas en las células, que influencie la seleccion

poblacional y repercuta sobre la capacidad y ubicuidad metastatica de los tumores.

3. Estimar las diferencias de expresion génica que finalmente acontecen entre el tumor y las
metastasis que este mismo origina en distintos Organos, a fin de determinar genes
relacionados con la actividad metastatica de las células e implicados en el crecimiento

organoespecifico de las metastasis.
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Material y métodos

3.1 Determinacion del status de apoptosis v de la presencia de inestabilidad de

microsatélites en carcinomas ductales infiltrantes de mama.

3.1.1 Descripcion de las muestras y caracteristicas clinicas de las pacientes.

Las muestras de carcinoma ductal infiltrante de mama estudiadas se obtuvieron de tejido
fresco suministrado por el Servicio de Patologia de la Ciutat Sanitaria i Universitaria de
Bellvitge (C.S.U.B.), Barcelona. Las pacientes habian sido diagnosticadas en el citado
hospital entre 1988 y 1994, y no habian recibido ninguna forma de tratamiento antes de la
cirugia. El grado y el tipo histologico se determinaron segun los criterios establecidos en la

clasificacion Bloom-Richardson.

La existencia de mutaciones frameshift en el tercer exon del gen bax se analizd en un grupo de
105 tumores, 49 de ellos de estadio T; (£2cm) y 56 de estadios T3 (2>T,.3<5cm). Sesenta de
las 105 pacientes no tenian afectacion ganglionar (Ny), y 45 si tenian afectacion ganglionar en
el momento del diagnostico (N;). La edad de las pacientes variaba entre 30 y 86 afios, estando
51 de ellas en edad pre-menopausica.

En 86 de los 105 tumores se disponia del correspondiente tejido normal, o en su defecto de
sangre periférica. En este grupo de tumores se analizd la existencia de inestabilidad de
microsatélites, ya que el estudio de este tipo de alteracion requiere comparar DNA tumoral

respecto a su propio DNA normal.

El analisis del status de apoptosis incluia la deteccion in situ de las células apoptdticas en el
tumor y la expresion de proteinas relacionadas con este tipo de muerte. Las determinaciones

se hicieron en cortes seriados de muestras incluidas en parafina en un grupo de 55 pacientes.

3.1.2 Extraccion de DNA.

Las extracciones de DNA genomico se realizaron siguiendo el protocolo convencional de
extraccion con fenol/cloroformo (Sambrook et al., 1989). El DNA de las muestras se
cuantific6 mediante el espectofotometro, diluyéndolo a una concentracion de 20 ng/pl. La
calidad y cantidad del DNA se verifico en un gel de agarosa al 1% tefiiddo con bromuro de

etidio. La concentracion final se ajustd segun la sefial de bromuro, cuando fue necesario.
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3.1.3 Deteccion de mutaciones en el gen bax.

3.1.3.1 Condiciones de la PCR.

La existencia de mutaciones frameshift en el tercer exén del gen bax, dentro de un
microsatélite que contiene 8 guaninas consecutivas, se determiné en un grupo de 105 tumores
de mama. Se utilizé como control positivo DNA de la linea de carcinoma colorrectal LoVo,
ya que estas células presentan una inserciéon y una delecion dentro de esta secuencia
microsatélite (Rampino et al., 1997). La amplificacion de este fragmento se hizo mediante

PCR, utilizando los primers y condiciones que se especifican en la Tabla 3.

Tabla 3. Primers, mezcla de reaccion y condiciones de la PCR para amplificar el fragmento (G)g del gen bax.

5’-ATC CAG GAT CGA GCA GGG CG-¥»

primers:
5’-ACT CGC TCA GCT TCT TGG TG-3’

Mezcla de reaccion: HoO oo e 14,2 ul
Buffer 10X .o 2,5 ul
dNTPs 1 mM de cada uno *............cccco......... 4 ul
primer up, 25 WM...coooveviiiieiecieee e 1l
primer down, 25 UM........coceevvvveecieencin e 1 ul
[0-"2PIAATP ®. oo 0,1 ul
Taq DNA polimerasa 5 u/pl 'oo..oooven 0,2 ul
DNA [20 ng/P] e 2ul

Condiciones PCR: 4 min a 94°C

30 sec a 94°C
30 sec a 55°C 30 ciclos
30 sec a 72°C

5 min a 72°C

"DNA polimerasa de Thermus aquaticus (Taq) (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany), que se suministra
con el tampdn correspondiente 10 veces concentrado (100 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM MgCl,, 0,1%
gelatina). > dNTP: deoxinucledtidos trifosfato (Pharmacia Biotech, UK). * [0->’P]dATP: deoxiadenosina

trifosfato marcada radioactivamente, 3000 Ci/mmol; 10 uCi/ul (Amersham, Life Science, UK).
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3.1.3.2 Comprobacion de los productos de PCR.

Las condiciones para la amplificacion del gen bax se adaptaron de las descritas por Rampino
y colaboradores (1997). Para comprobar la estandarizacion de la técnica, los productos de las
primeras amplificaciones se resolvieron mediante electroforesis en geles pequenios (150 x 170
x 8mm) de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes. Para detectar el fragmento de
94 pb amplificado se utilizaron geles con un porcentaje de acrilamida del 10%, diluyendo 5 pl
del producto de PCR con 5 pl del tampon de carga LB (5% glicerol, 0,4% azul de
bromofenol, 0,4% xilencianol), preparado como sfock 2X. También se cargaron 5 pl del
marcador de peso molecular ¢X 174, para asi poder comparar el tamafio del producto de PCR
con los fragmentos del marcador. Los geles corrieron aproximadamente 2 h a 250V,

posteriormente se tifieron 5 min con bromuro de etidio y se visualizaron con luz ultravioleta.

3.1.3.3 Resolucion del fragmento amplificado.

Preparacion de los geles

Una vez comprobado que las condiciones de amplificacion eran correctas, el analisis del
fragmento de 94 pb se hizé mediante geles de secuenciacion (390 x 310 x 4 mm) que
permiten una mayor resolucion. Para prepararlos, la cara del cristal que iba a estar en contacto
con el gel se limpiaba previamente con agua destilada y etanol. Ademas, la cara interior de
uno de los cristales, en general el grande, se trataba con Sigmacote (Sigma Chemical Co, St.
Louis, MO), una solucion repelente de silicona que evita que el gel se quede pegado a los dos
cristales y se rompa a la hora de separarlos. Los cristales se montaban con separadores de 4
mm y el conjunto se sujetaba con pinzas metalicas.
Posteriormente se preparaba el gel. Para este tipo de andlisis se utilizaron geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 6%/ 8 M urea (la urea es un agente desnaturalizante que
anula los efectos conformacionales de las cadenas de acidos nucleicos sobre su movilidad
electroforética). La composicion de estos geles era la siguiente:

- 9 ml de solucién de 1,2X TBE/9,4 M urea

- 51 ml de solucion al 40% acrilamida: bisacrilamida (29:1)
La polimerizacion de los geles se inducia afiadiendo a la solucion del gel 600 pl de PSA

(persulfato amonico) y 25 ul de TEMED (N, N, N, N'- Tetramethylethylene-diamine).
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Preparacion de las muestras

Los productos de PCR se diluyeron (1:2) en tampoén desnaturalizante de carga DLB (93%
formamida desionizada, 0,01 M EDTA, 0,001 M NaOH, 0,01% azul de bromofenol), se
desnaturalizaron a 95°C durante 3 min e inmediatamente se colocaron en hielo hasta el

momento de cargarlas, para evitar su renaturalizacion.

FElectroforesis

Una vez polimerizado, el gel se colocaba en la cubeta de electroforesis, llenando con tampon
TBE (90 mM Tris-Borato, 2 mM EDTA, pH 8,3) los depositos superior e inferior. Luego se
sacaban los peines y se formaban los pocillos clavando con cuidado los dientes en el gel. A
continuacion y antes de cargar las muestras, los geles se precorrian durante unos minutos a 55
W para equilibrar los tampones del gel y de la cubeta, y asi conseguir una mejor resolucion de
las bandas.

Después se cargaban 2 pl de cada muestra, no sin antes limpiar los pocillos con TBE
mediante una jeringa, esto permitia eliminar la urea que difunde del gel hacia fuera y que
podria interferir en la carga. La electroforesis con el fragmento amplificado del gen bax corrid

durante 2 ha 55 W.

Secado, exposicién y revelado

Al finalizar la electroforesis, el cristal tratado con Sigmacote se separaba haciendo palanca
con una cuchilla o espatula y procurando que el gel quedara enganchado en el otro vidrio. A
continuacion, sobre el gel se colocaba una hoja de papel Whatman 3MM de su mismo
tamafo, o un poco mayor, y presionando ligeramente, el gel se separaba del cristal y quedaba
enganchado en el papel. Seguidamente se cubria con un plastico transparente fino y se secaba
al vacio a 80°C.

Una vez seco, se sacaba el plastico y se exponia a una pelicula sensible a los rayos X. La
exposicion se realizaba a temperatura ambiente y sin pantalla intensificadora entre 1-3 dias,

dependiendo del estado de la radioactividad.
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3.1.4 Analisis de la existencia de inestabilidad de microsatélites.

En un grupo de 86 tumores de mama con su correspondiente tejido normal, se analizo la
existencia de inestabilidad de microsatélites (MI) con 5 secuencias repetidas situadas en
diferentes cromosomas. Dos de las repeticiones eran mononucleotidos del tipo (A),, y las
otras tres eran dinucle6tidos del tipo (CA),. Todas estas secuencias estan situadas en regiones
de DNA no codificante, ya sea en regiones intergénicas o en regiones intronicas. Tal es el
caso de Bat 26, cuya secuencia esta localizada en el intron 5 del gen hMSH2 (Zhou et al.,

1998; Gonzalez-Garcia et al., 2000).

En la Tabla 4 se indica el nombre de cada marcador y la secuencia de los primers utilizados,
el cromosoma en que se encuentra, el tipo de repeticion, indicando el tamafio del fragmento

amplificado y la temperatura de annealing (anillamiento) de la PCR.

Tabla 4. Descripcion y caracteristicas de los 5 microsatélites utilizados para el analisis de MI.

Microsatélites ) Fragmento T
primers:
(repeticion) amplificado | annealing
SIT2 5’-CTC ACT GAT GAT CAT ATT GAA AT-3’
, , 280 pb 50°C
Crom. 2 (A) | 3-GGT GAA ATC CTG TCT CTA CTA AAA A-3
Bat26 5’-TGA CTA CTT TTG ACT TCA GCC-3’
, , 120 pb 60°C
Crom. 2 (A) 5°-AAC CAT TCA ACA TTT TTA ACC C-3
D4S2948 5’-TGC AGG CTA AGT ATG TTC CA-3°
Crom. 4 (CA) 5-TTC CCG GCT CTG TAA CAC-3’ 135-144pb | 35°C
D21S415 5’-CCT GAT TTG TCT TTC ATC TCG-3°
Crom. 21 (CA) 5-TGC CTG CTG TTG GAC TTA CT-3’ 130-148pb | 57°C
D21S1235 5’-CTT TCA TGT GTG TCT ACG GAT-3’
Crom. 21 (CA) 5°-GGC TAC TCT CTG CCC AGA T-3’ 112-144pb [ 60°C

Para amplificar cada uno de los 5 microsatélites analizados, se utilizaron los primers y los

reactivos que se especifican en la Tabla 5.

49



Material y métodos

Tabla 5. Descripcion de los componentes de la reaccion de PCR para cada uno de los 5 microsatélites que se

utilizaron en el analisis de MI.

SIT2 Bat 26 D4S2948 D21S415 D21S1235
H,O 17,3 pl 16,25 ul 16,9 ul 15,9 pl 15,9 pl
Tampén PCR 10X 2,5 ul 2,5 ul 2,5l 2,5 ul 2,5 ul
dNTPs 1 mM de cada uno 3ul 4 ul 4 ul 3ul 3ul
MgCl; 100 mM _ _ _ 0,075 ul 0,075 pl
KCI1M _ _ _ 0,25 ul 0,25 pl
primer up, 100 uM 0,5 ul 0,5 ul 0,2 ul Tul lul
primer down, 100 pM 0,5 ul 0,5 ul 0,2 ul 1 ul 1w
Taq DNA polimerasa 5 u/ul 0,2 pl 0,25 ul 0,2 ul 0,2 ul 0,2 pl
DNA [20 ng/ul] 1l 1 ul 1 ul 1wl 1w

Después de afiadir a cada tubo la mezcla de reaccion correspondiente, se ponia una gota de
aceite mineral para evitar la evaporacion. Las condiciones de la PCR para cada uno de los

primers son las siguientes:

Tabla 6. Condiciones utilizadas para cada una de las PCRs. (* Ver T de annealing en Tabla 4).

SIT2;D4S2948;D21S415; D21S1235 Bat 26
2 min a 95°C 2 min a 94°C
30 sec a 94°C 45 sec a 94°C
30seca*°C 40 ciclos 45 sec a 60°C 40 ciclos
30 seca 72°C 45 sec a 72°C
5 min a 72°C 5 min a 72°C
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3.1.4.1 Electroforesis y preparacion de las muestras.

La preparacion de los geles, las muestras y la electroforesis son tal y como se describen en el
apartado 3.1.3.2. A continuacion se especifican las diluciones de cada producto de PCR, y las

condiciones de electroforesis para los marcadores utilizados en este analisis.

Tabla 7. Condiciones para cada uno de los primers.

SIT2 Bat 26 D4S2948 | D21S415 | D21S1235
Dilucion 1:2 1:2 1:3 1:2 1:2
Carga 4 ul 3ul 3ul Sul 4-5ul
Electroforesis 5has55W [23ha55W | 2ha55W | 2ha55W | 2ha55W

3.1.4.2 Tincion de plata.

Para analizar la existencia de inestabilidad de microsatélites, las PCRs no se hicieron
radioactivas, y la deteccion de los productos de PCR se llevd a cabo tifiendo con plata los
geles (adaptado de Schlegel et al., 1996).
La composicion y preparacion del gel es la misma que la descrita para los geles de
secuenciacion desnaturalizantes (Ver apartado 3.1.3.2), a diferencia de que para hacer la
tincion de plata, uno de los cristales, generalmente el pequeiio se trata con la siguiente
solucion: - 5 ml Etanol Absoluto

- 150 pl Acido acético 10%

- 22 ul y-methacryloxypropyl-trimethoxylane (Sigma)
Este tratamiento permite que el gel quede adherido al cristal y asi poder tefiirlo, ya que los
geles grandes no se pueden manejar a menos que estén unidos a un cristal. Inicialmente los
cristales se trataban durante 15 min, pero se comprob6 que era suficiente 2-3 min, y ademas

se reducian considerablemente los problemas al despegar los dos cristales.

Una vez finalizada la electroforesis, se separaban los dos cristales y se iniciaba la tincion:
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1.- Fijacion. Se coloca el gel en una bandeja con etanol 10% y se agita suavemente durante 10
min.

2.- Lavado. Se hace un lavado de 30 sec-1 min con H,O destilada (opcional).

3.- Oxidacién. El gel se mantiene en agitacion suave durante 3 min en una solucion de acido

nitrico al 1%.

4.- Lavados. Se hacen dos lavados de 30 sec-1 min con H,O destilada.

5.- Tincién. El gel se trata con una solucion de AgNO; (2 g/l), durante 20 min en agitacion

suave.

6.- Lavados. Se hacen dos lavados de 2-3 min con H,O destilada. Estos lavados son
importantes para evitar que posteriormente haya una rapida saturaciéon del carbonato o

demasiada tincion inespecifica.

7.- Revelado. El revelado se lleva a cabo mediante una solucién de NaCO; (29,6 g/l) a la que
se le afiaden, justo antes de utilizarla, 540 ul de formaldehido 37%. El gel se agita suavemente
con esta solucion hasta que aparece un precipitado marron. Para mejorar la calidad del
revelado primero se anade una parte de la solucion de carbonato, se espera a que aparezcan
los primeros precipitados, se elimina esa solucion, y se afiade el resto esperando hasta que

aparecen las bandas de forma clara.

8.-Parada. Cuando las bandas se detectan con nitidez, la reaccion se para sumergiendo el gel

en una solucion de acido acético al 10% durante 5-10 min.

9.- Finalmente el gel se lava durante unos minutos con H,O destilada y después se deja secar

a temperatura ambiente.

10.- Una vez seco el gel se consigue un duplicado, iluminando durante aproximadamente
medio minuto con luz fluorescente blanca una pelicula sensible (duplicating). También se
puede obtener la imagen del gel escaneandolo (EPSON GT-850 con unidad de transparencias;

Seiko Epson Corporation. Nagamo, Japon).
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3.1.5 Determinacion de células apoptoticas por deteccion 7n situ de la fragmentacion de

DNA.

La muerte celular por apoptosis se caracteriza por la activacion de endonucleasas que digieren
el DNA a nivel de nucleosomas. Para detectar in situ la existencia de oligonucleosomas se
utilizo la técnica de “nick end labeling” (Gavrieli et al., 1992). Esta técnica se basa en la
unidn especifica de deoxinucleotidil transferasa terminal (TDT) a los extremos 3’-OH libres
del DNA.

La técnica se llevo a cabo en cortes de muestras incluidas en parafina. Antes de hacer un pre-
tratamiento durante 15 min con proteinasa K, 20 pg/ml (Sigma), las muestras se
desparafinaban y se rehidrataban gradualmente mediante alcoholes. Tras inhibir la peroxidasa
enddgena, las muestras se incubaron durante 1 h a 37°C con TDT-terminal disuelto en buffer
TDT (Boehringer Mannhein) y poli-dUTP biotinilado (Boehringer Mannhein). Después se
trataron con peroxidasa marcada con estreptavidina, para ser revelada la reaccién con

diaminobenzidina, y finalmente se contratifieron con hematoxilina.

Se considerd que las células de los tumores tenian una pérdida de apoptosis cuando se tefiian

menos del 1% de los nucleos.

3.1.6 Determinacion de la expresion de las proteinas Bcl-2, Bel-x;,, Bax y p53.

La expresion de Bcl-2 se determind mediante inmunohistoquimica (IHQ) utilizando un
anticuerpo monoclonal, clon 124 (ICI, Cambridge Research Biochemicals Incorporated,
Cheshire, UK) a dilucion 1:200. La deteccion de Bel-xp y Bax se hizo mediante anticuerpos
policlonales, clones S-18 y N-20 (Santa Cruz Biotechnology Santa Cruz, CA)
respectivamente, a dilucion 1:200. En el caso de p53 se utilizaron dos anticuerpos
monoclonales, clon BP-53-12-1 (Biogenex, San Ramon, CA) y Ab-6, clon DO-1 (Oncogene

Science, Uniondale, NY) a una dilucion de 1:60 y 1:100, respectivamente.

Para cuantificar la expresion de Bcl-2, Bel-xp y Bax por IHQ se estimd el numero de las
células del tumor con tincion citoplasmatica. La sobreexpresion de estas proteinas se definid
como la presencia de mas de un 25% de células tefiidas.

La sobreexpresion de p53 se considerd positiva cuando el tumor presentaba mas de un 25%

de ntcleos tefiidos con cualquiera de los dos anticuerpos. Este porcentaje se escogid en base a
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un estudio previo en el cual las mutaciones de p53 mostraban una alta correlacion con la

sobreexpresion de la proteina (Sierra et al., 1996).

La expresion de la proteina proapoptotica Bax se determind también mediante western blot.
50 ng de proteina se resolvieron en un gel de acrilamida al 12%. Las proteinas asi separadas
se transfirieron a una membrana Hybond ECL (Amersham) de nitrocelulosa. La membrana se
incubé con un anticuerpo monoclonal de Bax (N-20) a dilucion 1:200 (Santa Cruz
Biotechnology), y con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa. La reactividad del
antigeno se demostré con el sistema ECL de quimioluminiscencia (Amersham). Para
comprobar que en todas las muestras se analizaba la misma cantidad de proteina se utilizé un

anticuerpo monoclonal anti-actina ac-40 (Sigma) a dilucioén 1:1000.

3.1.7 Analisis estadistico.

Para comparar proporciones de una variable entre grupos se utilizo el test de Chi-cuadrado, y
cuando fue apropiado el test exacto de Fisher (SPSS, Statistical Package for the social

sciences 8.0). En todos los andlisis realizados se establecio la significacion estadistica para

valores de a < 0.05. Los valores de p se determinaron mediante tests estadisticos de dos colas.

3.2 Analisis del acumulo de alteraciones genéticas mediante AP-PCR.

3.2.1 Modelo experimental de metastasis humana.

3.2.1.1 Lineas celulares.

En este estudio se ha utilizado la linea celular de adenocarcinoma de mama humana MDA-
MB 435 parental (435/P), cedida a nuestro laboratorio por la Dra. Price (M.D. Anderson
Cancer Center, TX). Esta linea celular se derivd a partir de una efusion pleural de una
paciente caucasica de 31 afos con adenocarcinoma ductal infiltrante de mama (Cailleau et al.,
1978).

Estas células se transfectaron con el vector de expresion eucariota (pSSF) que contenia el gen

Bcl-2 o Bel-xp humano (estos plasmidos fueron cedidos a nuestro laboratorio por el Dr.
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Gabriel Nufez), induciéndose de forma estable la sobreexpresion de estas proteinas. También
se obtuvieron clones control que contenian tan solo el vector de expresion pSSF-neo (Figura
7) (Fernandez et al., 2000).

De estos tranfectantes se obtuvieron variantes celulares, derivadas mediante cultivo primario,
de tumores inducidos ortotdpicamente y de las respectivas metastasis que estos tumores
ocasionaban. La expresion de los genes transfectados en las distintas variantes obtenidas se

confirmo6 mediante western blot.

EcoRI EcoRI
bcl-x; (830 pb)
EcoRI EcoRI perdida
bcl-2 (756 pb)
EcoRI
SFF-LTR

SV40 splice

SV40 poli A

SV40 ori

ori R
Neo

SV40 splice

SV40 poli A

Figura 7. Mapa genético del plasmido pSFF utilizado en las transfecciones, indicandose el tamafio del

inserto correspondiente tanto al gen bcl-2 como bcl-x; humanos.

3.2.1.2 Condiciones de cultivo.

Las lineas celulares crecen en una mezcla 1:1 (v/v) de medio de cultivo DMEM (Dubelcco’s
Modification of Eagle’s Medium) y medio Ham F12 (DMEM/F12) suplementado con un 10%
de suero bovino fetal (FBS), 2 mM de L-Glutamina y, en el caso de los transfectantes
seleccionados, 500 pg/ml de neomicina G418 (Life Technologies, Inc. Gibco BRL). Las
células se mantienen en un incubador humidificado a 37°C en una atmosfera al 5% C0O,-95%

de aire.
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El medio se renueva cada 2-3 dias por aspiracion y adiciéon de medio fresco. Cuando los
cultivos llegaban al estado de subconfluencia, se procedia a expandirlos previo tratamiento
con PBS 1X (en mM: NaCl 136, KCI 2,7, NaHPO4.2H,0 9,35, KH,PO4 1,47) y tripsina al
0,05%, con EDTA 0,2 g/l (Gibco BRL).

De estos cultivos celulares se obtenian pellets, de los cuales se extraia DNA, RNA o

proteinas.

3.2.1.3 Analisis de la expresion de Bcl-2 y Bel-xg.

La expresion de Bcl-2 y Bel-xp en las lineas transfectadas se comprobé mediante western
blot, utilizando un anticuerpo monoclonal de Bcl-2 (H-100) a diluciéon 1:200 (Santa Cruz
Biotechnology) y un anticuerpo policlonal de Bel-x. (S-18) a una dilucion 1:1000 (Santa Cruz

Biotechnology). Las condiciones son tal y como se describen en el apartado 3.1.6.

3.2.1.4 Seleccion in vivo de variantes tumorales y metastaticas.

Se utilizaron ratones hembra atimicos de la cepa Balb-c/nude, de entre 6 y 7 semanas, para
inducir tumores ortotopicos inyectando i.m.f.p. (intramammary fat pad) 1x10° células.

Por este procedimiento se obtuvieron tumores y metastasis provenientes de las células
435/Neo, y de los transfectantes 435/Bcl-2 y 435/Bcl-x, incluyéndose también tumores y
metastasis inducidas con un pool de células transfectadas con el gen Bcel-xp, (435/Bcl-xi. pool)
para identificar un posible efecto de la variacion clonal sobre las propiedades celulares.

La exéresis quirurgica del tumor primario se hizo entre 4 y 6 semanas después del implante.
Los ratones se sacrificaron cuando estaban moribundos y se examind la existencia de
metastasis en pulmon, ganglios y hueso. A partir de los tumores y metastasis extraidos del
animal de experimentacion se derivaron, mediante cultivo primario y selecciéon con
neomicina, distintas variantes tumorales y metastaticas que se volvieron a implantar en el
animal de experimentacion. Esta operacion se realizo 2 veces mas, derivando después de cada

implante una nueva generacion de variantes tumorales y metastaticas (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de los sucesivos pases de seleccion in vivo/in vitro. Con flechas negras se indican los

sucesivos implantes y la seleccion de variantes celulares derivadas de tumores: T1 de la primera generacion,

T2 de la segunda y T3 de la tercera. Las flechas naranjas muestran la seleccion de variantes celulares

derivadas de metastasis: M1 de la primera generacion, M2 de la segunda y M3 de la tercera.

Tras los 3 pases sucesivos de seleccion in vivo/in vitro se seleccionaron las siguientes

variantes celulares:

* Primera generacion de variantes tumorales:

* Primera generacion de variantes metastaticas:

435/BCI-XL ClLungl; 435/BCl-XL ClNodel; 435/BCI-XL ClBonel; 435/BC]-XL pOOlLungl y

435/Bcl-x1, poolnodel

* Segunda generacion de tumores:

43 5/BCI'XL Cl LunglTumor2; 43 5/BCI‘XL C 1NodelTumorZ y 43 5/BCI‘XL Cl BonelTumor2

* Segunda generacion de metéstasis:

43 5/BCI'XL C 1 LunglNodeback2; 43 5/BCI'XL C 1 NodelNodedors2a Y 43 5/BCI‘XL C 1 NodelNodedors2b

57



Material y métodos

* Tercera generacion de tumores:
435/Neotumors; 435/Bel-2tumors; 435/Bel-xp, Clrymors ¥ 435/Bcl-X1 pooltumor 3
* Tercera generacion de metastasis:
435/NeoLungs; 435/Bel-2pungs; 435/Bel-X Clnodes; 435/Bel-xp Clnodebacks; 435/Bel-xt,

poOlLung3 y 435/Bcl-x1, poolnodebacks

Todas estas lineas celulares se analizaron mediante AP-PCR.

3.2.1.5 Obtencion de DNA.

Las extracciones de DNA se hicieron, tal y como se describe en el apartado 3.1.2, a partir de
los pellets congelados de cada una de las lineas celulares.

Para realizar la técnica de AP-PCR es especialmente critico comprobar tanto la concentracion
como la calidad del DNA. Los diferentes DNAs utilizados deben estar a la misma
concentracion para que las comparaciones de sus patrones de bandas resulten validos. Por otro
lado, la degradacion del DNA da lugar a patrones andmalos, normalmente con una marcada
disminucién de la intensidad de las bandas en la parte superior o inferior del carril, lo cual

también invalida la comparacion.

3.2.2 AP-PCR: Arbitrarily Primed Polimerase Chain Reaction.

La AP-PCR (A4rbitrarily Primed Polimerase Chain Reaction) es una técnica de fingerprinting
de DNA, descrita por Welsh y McClelland en 1990. Esta técnica se basa en la amplificacién
mediante PCR de multiples fragmentos de DNA gendmico, generalmente utilizando un tinico

primer arbitrario.

La técnica de la AP-PCR proporciona un fingerprint representativo del genoma y con un
patrén de bandas diferente para cada organismo, lo que ha hecho que esta técnica haya sido
ampliamente utilizada en estudios de taxonomia y filogenia, ya que permite detectar
facilmente diferencias entre los genomas de diferentes especies o variedades (Welsh y

McClelland, 1994).
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La AP-PCR también se ha utilizado en la investigacion sobre cancer, permitiendo detectar
alteraciones genéticas concretas, como la existencia de inestabilidad de microsatélites en

tumores colorrectales (Ionov et al., 1993).

3.2.2.1 Caracteristicas técnicas de la AP-PCR.

En una PCR convencional, se amplifica una secuencia diana mediante el uso de dos primers
especificos, cuyas secuencias flanquean la secuencia de interés. Tras varios ciclos de

desnaturalizacion y sintesis se consigue una amplificacion exponencial de la secuencia diana.

En general, las PCRs especificas se llevan a cabo en condiciones de alta astringencia, para
evitar la amplificacion de otras secuencias diferentes a la de interés. Sin embargo, la base de
la AP-PCR es la amplificacion de DNA gendmico, generalmente con un unico primer
arbitrario, que es capaz de unirse a diferentes puntos a lo largo de la muestra de DNA con los
que comparte un cierto grado de homologia. Para conseguir esto, los primeros ciclos de la
reaccion se realizan en condiciones de baja astringencia, lo que generalmente se consigue con
temperaturas de annealing bajas, o bien incrementando la concentraciéon de magnesio.

Tras unas cuantas rondas de amplificacion con estas condiciones se obtienen una serie de
productos que han incorporado la secuencia original del primer en los dos extremos. Cuando
se incremente la temperatura de annealing (alta astringencia) estos productos se amplificaran
con mayor eficiencia, generando un numero discreto de bandas que proporcionan un

fingerprint del genoma (Figura 9) (Navarro y Jorcano, 1999).
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Figura 9. Principio de la AP-PCR. Los cambios de intensidad detectados en el gel de electroforesis

reflejan el aumento o la disminucion en el nimero de copias de la secuencia correspondiente.
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En algunos experimentos de AP-PCR, cuando se trabaja con primers cuyas secuencias son

muy redundantes, no es necesario utilizar condiciones de baja astringencia.

La amplificacion solo tiene lugar si hay dos sitios posibles de union del primer en las cadenas
opuestas del DNA y a una distancia moderada, usualmente 1 Kb o menos. Utilizando las
condiciones estandar de amplificacion se suelen obtener entre 40 y 80 bandas de intensidad
suficiente para ser detectables tras la separacion en un gel de acrilamida desnaturalizante. El
tamafio de las secuencias amplificadas estd entre 100 y 2000 nucleotidos (Peinado et al.,

1992).

Los patrones de bandas que se obtienen por AP-PCR son diferentes en funcion del primer
utilizado, ademds se ha comprobado que los patrones obtenidos son consistentes y
reproducibles. Sin embargo, existen experimentos de AP-PCR con patrones de bandas no
reproducibles, por eso es necesario comprobar la reproducibilidad de la técnica con cada

primer que se utilice.

La amplificacion mediante AP-PCR es semicuantitativa, es decir la intensidad de las bandas
amplificadas es proporcional a los niveles relativos de su correspondiente secuencia en la
muestra de DNA analizada. Ademas, las bandas amplificadas mediante esta técnica
corresponden mayoritariamente a secuencias de copia unica, mas que a elementos repetitivos.
Otra caracteristica interesante de la AP-PCR que es, tanto consecuencia como confirmacion
de su naturaleza arbitraria, es que los cromosomas mas grandes estan representados por un
mayor niumero de bandas que los cromosomas pequenios (Perucho et al., 1995; Arribas et al.,

1997).

3.2.3 Condiciones de las AP-PCRs.

Las AP-PCRs se realizaron con 4 primers diferentes. Los primers se seleccionaron en base a
su reproducibilidad y a la calidad del fingerprint que se obtenia con cada uno de ellos. Tres de
los cuatro experimentos se realizaron con un Unico primer arbitrario (Ocean, pU6 y Blue)
(Arribas et al., 1999; Tortola et al., 1999; Yasuda et al., 1996) y en el cuarto se afiadieron
simultaneamente dos primers a la mezcla de reaccion (D12S77 up y down) (Arribas et al.,

1997). Las secuencias y concentraciones de los primers utilizados se describen en la Tabla 8.
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Tabla 8. Identificacion, concentracion y secuencia de los primers utilizados para AP-PCR.

primers [primer] secuencias
Ocean 20 uM 5’-CAG AAT TCT CAG CAG ATC CG-3°
pU6 100 uM 5’-GCT TCT GAC TTA TTC TTG CTC TTA G-3°
Blue 20 uM 5’- CCG AAT TCG CAA AGC TCT GA-3’

U: 5°-GAA GGG CAA CAA CAG TGA A-3°
D12S77 100 uM

D: 5’>-CTT TTT TTT CTC CCC CAC TC-3’

A continuacion se indican las cantidades de cada uno de los reactivos utilizados en los cuatro

experimentos de AP-PCR (Tabla 9) y las condiciones de amplificacion de los diferentes

primers (Tabla 10).

Tabla 9. Mezcla de reaccion para cada AP-PCR. (* Ver concentracion del primer en Tabla 8).

Ocean pU6 Blue D12S77
H,0 14,79 wl 16,8 ul 14,79 Wl 13,8 ul
Tampon PCR 10X 2,7 ul 2,5 ul 2,7 ul 2,5 ul
dNTPs 1 mM de cada uno 2,7 ul 2,5ul 2,7 ul 5ul
MgCl, 0,54 ul 0,25 ul 0,54 pl 0,25 pl
primer *uM 1,35 ul 0,5 ul 1,35 ul 0,25 ul+0,25 ul
[a-*P]dATP 0,2 ul 0,2 ul 0,2 ul 0,2 ul
Taq DNA polimerasa Su/pl| 0,22 pl 0,25 pl 0,22 pl 0,25 ul
DNA [20 ng/ul] 2,5 ul 2 ul 2,5ul 2,5ul
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Tabla 10. Condiciones para cada una de las AP-PCRs.

Blue; Ocean pU6 D12S77

4 min a 94°C 2 min a 95°C 30 sec a 94°C

30 sec a 94°C
1min a 50 °C

30 sec a 94°C

5 ciclos 30 sec a 50°C

1min 30 sec a 72°C

15 sec a 94°C
15 sec a 60°C
30 seca 72°C

5 min a 72°C

35 ciclos

30 seca 72°C

5 min a 72°C

20 sec a 94°C

40 ciclos 30 sec a 55°C

45 sec a 72°C

5 min a 72°C

3.2.3.1 Electroforesis y preparacion de las muestras.

La preparacion de los geles, las muestras y la electroforesis son tal y como se describen en el
apartado 3.1.3.2, a diferencia de que los geles se precorrian antes de cargar las muestras

alrededor de una hora a 70 W, en lugar de a 55 W, ya que se observd que mejoraba la

resolucion de las AP-PCRs.

Las condiciones de electroforesis para los primers utilizados y las diluciones de los productos

de PCR que se resolvian en cada gel se especifican en la Tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de electroforesis para cada uno de los primers y dilucion de los productos de PCR.

Ocean pU6 Blue D12S77
Dilucion 1:3 1:3 1:3 1:3
Carga 3,5ul 3,5ul 3ul 3,5ul
Electroforesis 5,5has5W 3,5hasS5W 5,5-6 ha55W 3,5has55W
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3.2.3.2 Seleccion de bandas.

Una vez finalizada la electroforesis y revelada la pelicula, para cada uno de los primers
analizados se seleccionaron un determinado nimero de bandas (entre 39 y 46 segun el primer)
que eran representativas del fingerprint obtenido.

Se consideraron como bandas todas las marcas bien definidas y claramente distinguibles del
fondo, descartando las mas intensas, asi como las mas tenues, debido a la dificultad que
presentaban estas sefiales para ser cuantificadas de forma apropiada. Cuando se identificaban
dos bandas cercanas que podian corresponder a las dos cadenas de una Unica secuencia de
DNA debido a su comportamiento similar de forma recurrente, se siguieron considerando

como bandas independientes, ya que constituian controles internos de la técnica.

3.2.4 Analisis densitométrico de las bandas.

Aunque la observacion a simple vista de los patrones obtenidos permite distinguir bandas que
han sufrido alteraciones, para que los resultados sean fiables y reproducibles se necesita un
método objetivo y estandarizado que evite la subjetividad del analisis directo. El método
escogido ha sido el del anadlisis densitométrico de los fingerprints obtenidos. Para ello, las
peliculas se escanearon (EPSON GT-8500 con unidad de transparencias; Seiko Epson
Corporation, Nagano, Japon) a una resolucion de 200 pixels/pulgada, utilizando el programa
de captacion de imagenes Adobe Photoshop y se guardaron en formato .TIFF. Las imagenes
obtenidas se transfirieron al programa de densitometria Phoretix 1D Advanced Version 3.0
(Nonlinear Dynamics Ltd, Newcastle upon Tine, Reino Unido), el cual permite cuantificar la
intensidad de las bandas. En la Figura 10 se muestran esquematicamente los diferentes pasos

seguidos para analizar la intensidad de las bandas utilizando este programa.

Los carriles con intensidades no comparables o con patrones de bandas andémalos se
descartaron. Cuando las irregularidades afectaban so6lo a una zona en la que no interferian
para el andlisis de bandas, el carril se incluyd en el estudio. Aunque el programa de
densitometria que hemos utilizado permite medir la intensidad de la banda considerando su
volumen, debido a la dificultad existente en algunos casos para determinar los limites de las
bandas, y al solapamiento parcial de los perfiles de algunas de ellas, se consider6 que el

método mas apropiado era determinar la intensidad del pico.
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Figura 10. Esquema del funcionamiento del programa de densitometria Phoretix 1D Advanced. A. Definicion de los
carriles. B-1. Deteccion de las bandas seleccionadas inicialmente. Los puntos indican la horizontal donde se mide el
pico de cada banda. B-2. Perfil de intensidad de las bandas del carril 2 seleccionado en B-1. C-1. Alineacion de las
bandas con relacion al carril de referencia. C-2. Asociacion de cada una de las bandas respecto al carril de referencia

(en rojo). D. Valores de los picos de intensidad absoluta de las bandas en los diferentes carriles analizados.
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3.2.5 Cuantificacion del dafio genémico.

Una vez determinada la intensidad de todas las bandas analizadas, los valores de las
densidades opticas obtenidas se transfirieron a una hoja de célculo de Microsoft Excel, para
poder comparar las intensidades de las bandas en las diferentes variantes celulares en relacion
con su variante de origen y asi poder determinar que bandas habian sufrido algin tipo de

alteracion.

Para reducir la posibilidad de error causada por pequenas variaciones en la intensidad total de
los carriles, se calculo la intensidad relativa de cada banda, para ello se modifico la
intensidad absoluta teniendo en cuenta tanto la intensidad total del carril como la intensidad
global del experimento y el nimero de bandas analizadas. La intensidad relativa se calculd en

cada caso segun la siguiente formula:

) ] intensidad de la banda o ) )
Intensidad relativa = x n° bandas del carril x int. media experimento

intensidad total del carril

Aunque como se ha dicho anteriormente la AP-PCR es una técnica reproducible, existe un
cierto grado de variabilidad, que se pondrd de manifiesto al cuantificar la intensidad de cada
una de las bandas. Por lo tanto, es conveniente analizar la variabilidad de la técnica, para asi
poder determinar el limite a partir del cual las diferencias que encontramos se pueden
considerar alteraciones reales. Para ello se valor6 la reproducibilidad intraensayo
analizando con el primer Ocean una muestra por cuadriplicado (435/Neo) y otras 3
(435/Bcl-2, 435/Bcl-2 tymors y 435/Bcl-x1) por duplicado. A partir de los datos obtenidos, para
cada una de las muestras se calculd la intensidad media y la desviacion estandar de cada
banda analizada, y se dedujo cual era la recta que se podia considerar como limite de
variabilidad de la técnica, y que ofrecia un 1% de probabilidad de error en la determinacion de
los cambios. De esta forma, para cada banda se calculd el limite de variabilidad que le

correspondia en funcion de la recta obtenida.

Para simplificar el analisis no se consideré la magnitud del cambio, es decir su valor
numérico. Unicamente se valord la presencia o ausencia de cambios y el sentido de los

mismos, es decir ganancias o pérdidas de intensidad de las bandas. Los incrementos y los
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decrementos de intensidad se midieron por separado. La suma de los cambios se dividio por el
numero total de bandas identificadas en los 4 experimentos de AP-PCR, calculdndose los
indices correspondientes a los aumentos de intensidad de las bandas: fraccion de ganancias o
GF (Gains Fraction); a las pérdidas de intensidad de las bandas: fraccion de pérdidas o LF
(Losses Fraction), y la suma de ambas que seria la fraccion de dano genomico o GDF
(Genomic Damage Fraction).

n° bandas con ganancias n° bandas con pérdidas
GF= LF=

n° bandas analizadas n° bandas analizadas

El GDF se definiria como:

n° bandas con cambios
GDF=

n° bandas analizadas

El GDF es un indice, resultado de sumar GF y LF, que permite valorar la porcion del genoma
que esta alterada, y cuantificar el nimero de alteraciones genéticas existentes en una variante

celular con relacion a una que se coge como referencia.

3.2.6 Analisis filogenético.

Los arboles filogenéticos se hicieron utilizando el programa Contml del paquete PHILYP
(Phylogenetic Inference Package) version 3.5c. Distribuido por el autor Felsenstein, J. 1993.
Department of Genetics, University of Washington, Seattle. Este programa utiliza un método
de méxima verosimilitud para calcular clusters de caracteres continuos (continuos character
maximun likelihood clustering methods), de esta forma podremos calcular la distancia entre
las diferentes lineas analizadas en funcién de la similitud de las 175 bandas de AP-PCR, y
determinar que lineas celulares estan mas proximas entre si, y mas cercanas a la linea que se
toma como referencia. En este modelo se considera que las alteraciones genéticas no ocurren
al azar, sino que una vez que ha ocurrido un suceso, se incrementa la probabilidad de que
ocurran otros (Jiang et al., 2000). El programa cuando encuentra la pareja que mas se parece,
la compara con cada una de las lineas celulares restantes y encuentra la linea celular que mas
se aproxima a ellas, y asi sucesivamente. El programa Phylip ofrece la posible via evolutiva

mas lineal y sencilla que se puede derivar de la informacion analizada. Una vez reconstruidos
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los arboles filogenéticos mediante el software PHILYP, se graficaron utilizando el programa

de dibujo de arboles TreeView version 1.6.1(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html).

Para obtener los arboles filogenéticos se utilizaron los valores derivados del analisis de AP-

PCR tranformados en 0 (no cambio), 1 (ganancia) y -1 (pérdida).

3.2.7 Analisis mediante clusters.

Los resultados de AP-PCR transformados en 0, 1 y -1 se analizaron mediante un programa de
clusters. Estos métodos se basan en la utilizacion de algoritmos estadisticos que permiten
agrupar los genes, en nuestro caso las bandas de AP-PCR, en funcion de su similitud (Eisen et
al., 1998), permitiendo visualizar de forma global toda la informacion de que se dispone.
Nosotros hemos utilizado el programa de construccion de clusters elaborado por Michael
Eisen (Stanford University), que contiene dos programas Cluster y TreeView. El método
utilizado por el programa cluster para organizar la informacion fue el de clusters jerarquicos:
Average Linkage Clustering. El programa TreeView permite visualizar la informacion

generada.

3.3 Expresion génica diferencial entre variantes metastaticas v el tumor.

3.3.1 Modelo celular utilizado para el estudio.

Los estudios de expresion diferencial se llevaron a cabo entre variantes metastaticas
originadas en distintos 6rganos y el tumor ortotdpico. Se analizaron 3 variantes metastaticas
de primera generacion con diferente organoespecificidad: pulmon (435/Bcl-xp Cliungi), hueso
(435/Bcl-x1. Clpene1) y ganglio (435/Bcl-xp Clnodel); Y Una variante metastatica de tercera
generacion derivada de una metéstasis ganglionar: 435/Bcl-xp, Clnodes. Como punto de
comparacion de estas cuatro lineas metastaticas se utilizo el correspondiente tumor de la
primera generacion: 435/Bcl-xp, Clrymori- Todas estas lineas celulares se habian analizado

previamente mediante AP-PCR.
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3.3.1.1 Condiciones de cultivo.

Las condiciones de cultivo son las mismas que las descritas en el apartado 3.2.1.2. En este
caso, era especialmente importante la estandarizaciéon del cultivo, para minimizar los cambios
de expresion causados por el diferente estado de las células. Para asegurarnos que todos los
cultivos estaban en plena fase exponencial, antes de sembrar las células utilizadas para extraer
el RNA se mantuvieron un par de pases en estado de subconfluencia. Ademads, teniendo en
cuenta que las lineas utilizadas tenian diferente capacidad de adherencia, para evitar

seleccionar subpoblaciones mas adherentes, en todos los pases se recogia el sobrenadante.

> Dia 1. Se plantaron 1x10° células de cada linea celular en una placa de cultivo de 100 mm

de didmetro y se dejaron un O/N.

» Dia 2. Una vez adheridas se les cambid el medio y se les afiadi6 MCSS (medio completo
sin suero), con la intencidén de sincronizar las células y asi igualar el estado del cultivo en
todas las lineas. E1 MCSS se dejo durante 4 h con la finalidad de eliminar los posibles restos

de suero, transcurrido este tiempo se anadio MCSS fresco y se dejo hasta el dia siguiente.

» Dia 3. Se reemplazé el MCSS por MC 10% de suero.

» Dia 4. Se empez6 la extraccion de RNA.

3.3.1.2 Extraccion de RNA.

La extraccion de RNA total se hizo con Trizol®Reagent (Life Technologies), siguiendo el

protocolo que se resume a continuacion:

En el primer paso de homogenizacion, las células se lisaron afiadiendo directamente entre 2-4
ml de trizol a la placa de cultivo (10 cm de ). El segundo paso permite separar la muestra en
fases y extraer el RNA. El homogenizado se incubaba durante 5 min a temperatura ambiente
para permitir la completa disociacion de los complejos nucleoproteicos. Posteriormente se
afiadian 0,2 ml de cloroformo por cada ml de trizol, se agitaba durante 15 seg y se incubaba a
temperatura ambiente 2-3 min. Pasado este tiempo las muestras se centrifugan a 12.000 g,

durante 10 min a 4°C. Tras la centrifugacion, la mezcla se separa en una fase roja inferior
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correspondiente al trizol-cloroformo, una interfase y una fase acuosa superior incolora. El
RNA estd en la fase acuosa, mientras que la fase de trizol y la interfase contienen DNA y

proteinas.

Para precipitar el RNA, la fase acuosa se transferia a un nuevo tubo y se afiadian 0,5 ml de
isopropanol por cada ml de trizol. Después, las muestras se incubaban 10 min a temperatura
ambiente y se centrifugaban a 12.000 g, durante 10 min a 4°C. Tras la centrifugacion, el RNA
formaba un precipitado, muchas veces visible, de tipo gelatinoso.

Una vez se eliminaba el sobrenadante, el pellet de RNA se lavaba con etanol 75%, anadiendo
al menos 1 ml por cada ml de trizol. Se mezclaba mediante vortex y se centrifugaba a 7500 g
durante 5 min a 4 °C. Para evaporar el etanol, los pellets de RNA se dejaban secar al aire
durante 10-15 min y se resuspendian en H,O DEPC (dietil pirocarbonato) o Buffer OEB
Elution Buffer (Qiagen). Finalmente, las muestras se incubaban durante 10 min. en un bafio a

55-60°C.

La concentracion de RNA se valord mediante el espectrofotometro determinando Aseo, ya que
esta es la longitud de onda a la que los dcidos nucleicos, tanto DNA como RNA, presentan la
maxima absorbancia. También se determind Ajgp, que es donde tienen su maximo de
absorbancia las proteinas, la ratio Aeo-280 permite valorar el grado de contaminacion proteica.
La calidad de los RNAs se comprob6 corriendo 1 pl de RNA disuelto en LB 5X, en un gel de
formaldehido (1,2% de agarosa disuelta en H,O DEPC, MOPS 1X, formaldehido 7,4%). Las
electroforesis corrieron entre 35-40 min a 100 V. Los geles se tifieron con una solucion al
0,1M de NH4Ac y 0,5 pg/ml de bromuro de etidio durante 15 min en agitacion, destifiéndolos

posteriormente en H,O y visualizandolos con UV.

3.3.2 Microarrays.

La tecnologia de microarrays es una técnica con diferentes areas de aplicacion que ha

empezado a utilizarse ampliamente en los ultimos afios en el andlisis de la expresion génica.

El array consiste en un suporte solido, que suele ser de nylon o vidrio, donde los cDNAs o los
oligonucleotidos correspondientes a los genes que se van a analizar se situan siguiendo un
patron fijo. Sobre ese array se hibridaran las sondas del mRNA de interés, que pueden estar

marcadas con fluorescencia o con radioactividad. Una vez hibridadas las sondas de RNA con
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el DNA complementario presente en el array, las emisiones de radioactividad o fluorescencia
de la sonda especificamente unida se detectan utilizando el escaner apropiado, ddndonos una
estima cuantitativa de la expresion de cada gen. En tltimo término estas sefiales representan
las cantidades de RNA presentes originalmente en la célula (Duggan et al., 1999).

Una vez preparadas e hibridadas las muestras sobre el array, el paso final del proceso es la
conversion de la imagen adquirida en una tabla numérica que asocia un valor unico a cada gen
en el array. Esto se consigue mediante paquetes de andlisis que reconocen automaticamente la
posicion de cada punto en la imagen y convierten la distribucion de intensidades de pixeles en
una medida de la intensidad para cada punto (Bassett et al.,1999).

Finalmente, una vez que los datos se han adquirido hay que transformarlos a un formato que
facilite el andlisis y que reduzca los posibles artefactos estadisticos. La manipulacién de los
datos es necesaria para corregir por ejemplo las diferencias de intensidad a lo largo de todo el
array, para realizar esta correccion los datos se tienen que normalizar con respecto a una
cantidad que se considera constante en todo el array. Existen diferentes estrategias para llevar
a cabo este proceso, una de ellas implica el uso de los llamados housekeeping genes, cuya
expresion se considera que no varia. Otra posibilidad, cuando el numero de genes
monitorizados es suficientemente alto, es normalizar utilizando la media o la mediana de las
intensidades de todos los genes analizados. Atn no se sabe cual de las dos opciones es la
mejor, pero teniendo en cuenta la dificultad para encontrar housekeeping reales, es decir genes
cuya expresion sea realmente constante en diferentes tipos celulares y bajo diferentes
condiciones fisiologicas o de tratamiento, la segunda opcion parece mas adecuada (Dopazo et

al., 2001).

3.3.2.1 cDNA microarray de Research Genetics.

Todas las hibridaciones se hicieron sobre una membrana de microarrays GeneFilters GF211
Human ‘“named genes” (Research Genetics, Huntsville, AL). El array contiene 3964
elementos individuales, cada uno de ellos correspondiente a un gen humano conocido. Cada
elemento consiste en un spot de 0,5 ng de ¢cDNA inmovilizado sobre la membrana de
nitrocelulosa. Los cDNAs son de aproximadamente 1 Kb de longitud y contienen la regioén
3’UTR completa. Los clones (data points) presentes en este array son clones de cDNA
[.M.A.G.E./LLNL, que han sido aislados y secuenciados para confirmar que la secuencia era
la correcta. Ademas, distribuidos a lo largo del array hay 192 controles positivos y 168

Housekeeping Genes.
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Los controles positivos son spots de DNA genomico total, que se utilizan como marcas para

alinear la imagen en el soffware. También permiten monitorizar el grado de homogeneidad de

la hibridacion y en algunos casos se utilizan como base de la normalizacion de los estudios de

expresion. Los housekeeping genes son genes, que al ser analizados con dos fluorocromos

diferentes por el NIH, su sefial de hibridacion no diferia entre tejidos. Sin embargo, no todos

se expresan al mismo nivel, es decir algunos genes se expresaran con niveles bajos, mientras

que otros lo haran con niveles altos.

3.3.2.2 Organizacion del array.

El array esta organizado en dos campos: superior (field 1) e inferior (field 2). Cada uno de los

campos se divide en 8 rejillas (grids), indicadas con las letras de la A a la H. Cada una de las

rejillas contiene 11 columnas con los genes de andlisis (data points) y una columna control,

formada por controles positivos y housekeeping genes. Las columnas estdn numeradas de la 1

ala 12, siendo la columna control la 1. Cada rejilla contiene ademas 30 filas (Figura 11).

Giag H GF EDCB A

Field 1

Field 2

v
N

0000000000 ee

@O0 00000000000

000000000 0000000000

O Data points

® Controles positivos

O Housekeeping genes

Figura 11. Esquema de la organizacion del array de Research Genetics GF211.
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3.3.3 Protocolo de hibridacion del array.

Antes de utilizar una membrana nueva se tiene que lavar con SDS 0,5%, previamente llevado
a ebullicion. Con este tratamiento se elimina cualquier residuo existente y se mejora la calidad
de las hibridaciones. Los restos de SDS se eliminan manteniendo la membrana en SSC (150

mM NacCl, 15 mM citrato sddico, pH 7) 2X hasta el momento de iniciar la pre-hibridacion.

A. Pre-hibridacion.

La pre-hibridacion de las membranas se lleva a cabo mediante rotacion suave (8-10 rpm)
durante un minimo de 2 h a 42°C en la siguiente solucion:

- 5 ml de solucion de hibridacion MicroHyb (Research Genetics), previamente
atemperada a 42°C.

- 5 ng de DNA humano Cot-1 (Life Technologies), previamente desnaturalizada por
ebullicion durante 3 min.

- 5 pg de Poli dA (Research Genetics, 1 pg/pl).

B. Marcaje del RNA.

Este proceso se llevo a cabo en diferentes etapas que se describen a continuacion:

B.1 Priming

En la Tabla 12 se indica la mezcla utilizada para unir el oligodT al RNA.

Tabla 12. Condiciones utilizadas para anillar el oligodT al RNA total.

RNA total....coeeiiiiiniiieiiieccececccseee 7 nug ( Volumen <8 pl)
Oligo dT !ooooeeeeeeeeeeeeee e, 2 ul
Volumen final.........cccccceeeviiiiiiiiiiieciee e, 10 pul

"1 ug/ul 10-20 mer mixture, (Research Genetics).

Esta mezcla se incuba durante 10 min a 70°C y luego se enfria en hielo durante 2 min.
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B.2 Elongacion

En la Tabla 13 se indican los productos utilizados en la transcripcion reversa del RNA, al que

previamente se le habia unido el oligodT. La reaccion se llevo a cabo durante 90 min a 37°C.

Tabla 13. Mezcla de reaccion utilizada para la transcripcion reversa.

First Strand Buffer 5X 1. 6 ul
DTT, 0,1 M Lo 1 ul
dNTPs (dATP, dGTP y dTTP), 20 MM “......oeoeeeeeen. 1,5 ul

Transcriptasa reversa (Superscript 1) o......coocoovorviovieeeeeeen. 1,5 pl
P ACTP ™., 10 pl

'Life technologies. 2Pharmacia. [10 mCi/ml] (Amersham).

B.3 Purificacién de la sonda.

La purificacion de la sonda se hace mediante una columna de cromatografia Bio-Spin 6 (Bio-
Rad) que permite eliminar los nucle6tidos no incorporados.

Antes de purificar, el volumen de la muestra se completa con H,O DEPC hasta 100 pl,
anadiendo 1 pl de ésta solucion a un vial que contiene 5 ml de liquido de centelleo. Asi

conoceremos el nimero de cpms de la sonda sin purificar.

B.3.1 Utilizacion de la columna:

1. Se invierte la columna varias veces para resuspender su contenido y eliminar posibles
burbujas.

2. Se rompen los extremos de la columna y se elimina el exceso de buffer. Posteriormente se
centrifuga durante 5 min a 1000 g para que quede completamente libre de buffer.

3. La columna se coloca sobre un tubo de 1,5 ml nuevo y se aplica cuidadosamente la sonda
sobre la superficie de la resina.

4. Se centrifuga durante 5 min a 1000 g y se recupera la sonda ya purificada. 1 ul de la misma

se afiadira a un tubo con 5 ml de liquido de centelleo.
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B.3.2 Contage de la sonda.

La emision de P se mide en un contador B (contador Wallac). Para cada una de las sondas
marcadas dispondremos de dos valores, uno correspondiente a las cpms de la sonda sin
purificar y otro a las cpms de la sonda ya purificada. El porcentaje de incorporacion de

radioactividad es:

o _ o cpms antes de purificar
Porcentaje incorporacion de radioactividad = x 100

cpms después de purificar

Esto nos permite saber la eficiencia de marcaje de la sonda y asi comprobar si el RNA se ha
marcado satisfactoriamente. Las eficiencias de incorporacion pueden variar en cada marcaje
por eso, para asegurar que en todos los casos se estd comparando la misma cantidad de RNA,

se afiade siempre toda la sonda marcada.

C. Hibridacion.

Antes de empezar la hibridacion, la sonda purificada se desnaturaliza durante 3 min a 95°C y
después se enfria en hielo. Al tubo que contiene la membrana con la solucion de pre-
hibridacion se le afiade la sonda, previamente desnaturalizada.

La hibridacion se hace en agitacion suave (8-10 rpm) durante un minimo de 12-18 h a 42°C.

D. Lavados.

Los lavados se hacen con una rotacidén que oscila entre 12-15 rpm. En primer lugar, se saca la
solucion de hibridacion y se hace un lavado rapido con SSC 2X para eliminar la mayor parte
de la sonda no hibridada. Después se hacen 2 lavados, cada uno con 30-40 ml de SSC 2X, 1%
SDS durante 20 min a 50°C. El tercer lavado se hace con SSC 0,5X, 1% SDS durante 15 min
a 55°C.

Finalmente, se saca la membrana y se coloca en una cubeta con SSC 2X para eliminar el

exceso de SDS.
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E. Captacion de la imagen.

Una vez finalizados los lavados, para evitar que la membrana se seque se coloca sobre papel
Whatman humedecido con SSC 2X y se envuelve con un plastico fino y transparente. Con
cuidado se eliminan las burbujas y arrugas que puedan haber quedado y que podrian interferir
en la captacion de la imagen.

La membrana se coloca en el cassette, alineandola con alguna de las marcas existentes y
después se pone la pantalla de Phosphorimager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). Tras
exponer la membrana durante un O/N, la pantalla se escaned con un Storm Scanner
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA) a una resolucion (pixel size) de 50 micron.

Las imagenes escaneadas se importaron al programa de analisis de datos de arrays Pathways

(Research Genetics).

F. Deshibridacion.

La deshibridacion de la membrana (stripping) previamente marcada, se hizo afiadiendo SDS
0,5% en ebullicion y manteniéndola durante 1 h en agitacion. Este proceso se hizo siempre
por duplicado, ya que se comprobé que aumentaba la cantidad de sonda deshibridada. La
eficiencia del stripping se comprobd con un contador Geiger y también exponiendo la

membrana deshibridada a una pantalla de Phosphorimager, que posteriormente se escaneo.

3.3.4 Analisis con el programa Pathways"" .

Se utilizo el software Pathways™ (Research Genetics) para analizar los experimentos de

microarray. A continuacion se resume el funcionamiento de este programa:

* Importing: el primer paso del andlisis consiste en importar las imagenes en formato .TIFF
de la membrana y convertirlas al formato interno que el software utilizard para analizar y
comparar las imagenes del filtro (GeneFilters).

Una vez importada la imagen, lo primero que hay que hacer es alinearla. Para ello, puede ser
util incrementar la intensidad de los puntos, ya que eso facilitara su posterior localizacion y
alineamiento. Esta modificacion virtual no implica cambio en los datos de la imagen que

permanecen almacenados. La imagen se alinea (Align Image) utilizando 16 puntos control
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distribuidos a lo largo de toda la membrana El programa valora si el alineamiento realizado
estd dentro de los margenes de tolerancia establecidos. Una vez finalizado este proceso,

aparece una rejilla en la que puede confirmarse el alineamiento de todos los puntos del array.

* Analyzing: el programa permite analizar cada una de las hibridaciones de forma
independiente (single GeneFilter), proporcionando la intensidad de cada uno de los puntos
presentes en el array. Esta intensidad, es la intensidad cruda (raw intensity) de los puntos de
la imagen original y dependeré del alineamiento realizado durante el proceso de importacion.

Las diferencias de intensidad se visualizan mediante una escala de grises, también se pueden
agrupar los genes en funcion de sus intensidades (intensity distribution tool). Ademas, el
programa proporciona la intensidad promedio del background, calculado para todo el array.
Este numero es el mismo para todos los puntos de la imagen y se calcula utilizando el espacio

entre los dos campos del array.

La informacion obtenida del analisis individual se puede transferir a una hoja de Microsoft
Excel, donde entre otros datos aparecera informacion referente a la localizacion de los puntos
en el array, a la secuencia de los genes, asi como la intensidad cruda de cada uno de los

puntos.

* Comparing: con la opcion de Compare GeneFilter, el programa permite comparar las
hibridaciones dos a dos, normalizando sus intensidades. Existe la opcion de normalizar
utilizando los controles positivos, o bien utilizando la informacién de cada uno de los genes
incluidos en el array (Data points).

Para facilitar la comparacion de las dos imdgenes se requiere ajustar los valores de las
intensidades, multiplicandolas por un factor de normalizaciébn que permite obtener
intensidades comparables. Este proceso de normalizacion genera una ratio de intensidades,
que nos permite saber el nimero de veces que un gen esta mas o menos expresado en una de
las hibridaciones que se estan comparando. El programa permite representar las
comparaciones en una escala de falso color rojo y verde, de forma que, cuando la intensidad
es mayor en la primera imagen, por ejemplo una ratio de 2:1, se asigna el color rojo, y cuando
la intensidad es mayor en la segunda imagen, por ejemplo una ratio de 1:2, se asigna el color

verde. Cuando las dos intensidades son equivalentes, ratio 1:1, se indica con color amarillo.
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En este caso ademas de obtener para cada punto la intensidad cruda y el background total del
array, se obtiene la intensidad normalizada. El programa no sustrae el background de la
intensidad normalizada. También se puede representar el nimero de genes en funciéon de sus

ratios mediante histogramas.

Una vez finalizada la comparacion, la informacion generada se transfiere a una hoja de
calculo de Microsoft Excel, donde aparecerd ademas de toda la informacion referente a cada
uno de los puntos (localizacidon, secuencia, intensidad cruda, etc.), el resultado de la

comparacion entre las dos hibridaciones.

3.3.5 Procesamiento de datos.

Los datos del experimento de microarrays, obtenidos tras analizar cada una de las
hibridaciones de forma independiente, se transfirieron desde la hoja de calculo de Microsoft

Excel al programa SPSS 8.0, con el que se hicieron todos los analisis.

3.3.6 Comprobacion mediante PCR a tiempo real de los resultados obtenidos del analisis

del array.

La expresion de algunos de los genes detectados como sobre o infraexpresados en el array se
evaluaron mediante PCR a tiempo real en un termociclador fluorescente: Lightcycler (Roche

Molecular Biochemicals, Germany).

Esta técnica permite monitorizar de forma continua la fluorescencia resultado de la
amplificacion de DNA, pudiéndose determinar el numero inicial de copias del transcrito
amplificado.

Un método simple y genérico de monitorizar la sintesis de productos se basa en la utilizacion
del colorante de doble cadena (double-stranded) de DNA SYBR® Green I, que permite
obtener una estima del nimero inicial de copias, limitado s6lo por efectos estocésticos. Sin
embargo, la cuantificaciéon basada en los colorantes de doble cadena es en general menos
sensible que otros métodos, ya que se detectan todos los productos de dsDNA, para evitarlo se
elimina la fluorescencia de los productos de dsDNA que estén por debajo de la temperatura de
melting (Tm) del producto deseado. Esto es posible ya que los productos especificos

generalmente tienen una temperatura de melting (fusion) superior a los no especificos. Por lo
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tanto, la formacion de producto especifico se valora monitorizando la adquisicion de
fluorescencia a temperaturas a las que solamente el producto deseado estd en forma de doble

cadena (Morrison et al., 1998).

Nosotros hemos utilizado para hacer la PCR a tiempo real el termociclador fluorescente
Lightcycler. Para la cuantificacion, el sofitware LightCycler sélo considera los valores de
fluorescencia medidos durante la fase exponencial del proceso de amplificacion por PCR.
Esta fase es la fase log-linear, ya que la curva de crecimiento exponencial se transforma
logaritmicamente en una linea.

El software permite dos métodos de cuantificacion (fit points y segunda derivada), ambos
referidos a la fase log-linear de la PCR, ya que s6lo esta fase permite asumir que la reaccion
de PCR para todas las muestras se da bajo condiciones comparables. El método de
cuantificacion permite detectar el crossing point de cada una de las muestras analizadas. Los
crossing point representan nimero de ciclos en los que la fluorescencia de todas las muestras
es la misma. El nimero de ciclo, y por lo tanto el crossing point depende de la cantidad inicial
de transcrito presente en la muestra. A mayor cantidad inicial, menos ciclos son necesarios
para adquirir un determinado valor de fluorescencia. La cuantificacion se basa en esta relacion
inversamente proporcional.

Los dos métodos de cuantificacion son similares, nosotros hemos utilizado el de fif points ya
que permite ajustar los valores manualmente de forma que la valoracion se de en el momento

en que todas las muestras estan en la fase log-linear.

Una vez terminada la PCR se genera una curva de melting, en la que se monitoriza la
fluorescencia de las muestras en relacion con el incremento de temperatura. A medida que se
incrementa la temperatura la fluorescencia disminuird. En el caso del SYBR Green esto es
debido a la separacion de la doble cadena y consecuentemente a la liberacion del fluorocromo.

La curva de melting permite determinar la Tm caracteristica de un determinado producto.

Con esta técnica se analizo la expresion de genes asociados a actividad metastatica, como el
colageno tipoVI a2 (upregulado), y la proteina zinc finger 5 y el receptor LCR1 acoplado a
proteina G (downregulados). También se analizaron genes detectados como sobreexpresados

en las 2 metastasis ganglionares como son la integrina 1 y la apolipoproteina D, y genes
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sobreexpresados asociados a metéstasis 6sea como la heat shock 70 kDa proteina 1 y el

componente C2 del complemento.

3.3.6.1 Transcripcion inversa (RT) de los RNAs.

Se retrotranscribieron 300 y 900 ng de RNA total de cada una de las lineas celulares
(435/BC1—XL ClTumorl; 435/BC1—XL ClLungl; 435/BC1—XL ClBonel; 435/BCI—XL ClNodel y 435/Bcl-

X, Clnode3). En la Tabla 14 se indica la mezcla de reaccion y las condiciones utilizadas.

Tabla 14. Condiciones de la transcripcidn reversa.

Mezcla de reaccion: HpOoeoe e 3,2 ul
Tampon RT 5X oo, 4 ul
dNTPs 1 mM de cada uno 2............coooveveveennnn. 10 pl
primer (poli-T) 100 UM......c..cceevvvevienieereeernn, 0,1 pl
inhibidor de RNASAS *.......coovovveveeeeeeereeen. 0,5 ul
M-MLV RT ..o 1 ul
RNA Otal %o, 1,2 ul

Condiciones RT: 1 ha37°C

5 min a 95°C

! Transcriptasa inversa del virus murino de la leucemia de Moloney (M-MLV RT) que se suministra con el
tampon correspondiente 5 veces concentrado (50 mM Tris-HCI pH 8,3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl, y 10 mM
DTT) (Promega Corporation, WI). >dNTP: deoxinucledtidos trifosfato (Pharmacia). * Inhibidor de ribonucleasas
RNasin® (Promega). * Para todos los genes analizados se utilizaron 300 ng de RNA total, excepto en el caso del

componente C2 del complemento donde se retrotranscribieron 900 ng.

Al final de la reaccion, los tubos se centrifugaban para recuperar todo el volumen en la base y

luego se guardaban a —80°C hasta realizar la PCR.
En la Tabla 15 se muestran los genes que finalmente se pudieron estudiar mediante PCR a

tiempo real, indicandose para cada uno de ellos los primers seleccionados para llevar a cabo

la amplificacion.
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Los primers se disefiaron con el programa Primer3 (desarrollado por Steve Rozen y Helen J.
Skaletsky en el Whitehead Institute y Howard Hughes Medical Institute), tras introducir la
secuencia contenida en el array. La expresion de todos estos genes se referencio respecto a la

expresion de ciclofilina, un gen considerado como housekeeping (Mahony et al., 1998).

Tabla 15. Primers y tamafio del fragmento amplificado para cada uno de los genes analizados.

Fragmento
Gen primers: ]
amplificado

) ) 5’-CTC CTT TGA GCT GTT TGC AG-3°
Ciclofilina 325 pb
5’- CAC CAC ATG CTT GCC ATC C-3°

. 5’-AGC AGT AAT GCA AGG CCA AT-3’
Integrina B1 207 pb
5’-GTC CCA ACC TGA TCC TGT GT-3’

. . 5’-AAA GCT CCA GGT CCCTTC TC-3’
Apolipoproteina D 220 pb
5’-CAG CGT CCA TTC TCA AAG GT-3’

) 5’-GGT GCT GAA ATC AAC CCA CT-3’
Proteina G* 263 pb
5’-TGG CCC AAG TTC CTT AGT TG-3’

Heat shock 70Kd | 5°-CCG AGA AGG ACG AGT TTG AG-3’

232 pb
proteina 1 5°-GCA GCA AAG TCC TTG AGT CC-3’

Componente C2 del | 5°>-GTC AAG TCA ACC AGG GAA GG-3’

205 pb
complemento 5’-GCC CCT CCA TCT TCT ACC TC-3’ P

* Probable G protein- coupled receptor LCR1 homolog.

3.3.6.2 Puesta a punto de las PCRs y comprobacion de los fragmentos amplificados.

Mediante PCR convencional se pusieron a punto las condiciones de amplificacion para cada
uno de los primers. Los fragmentos amplificados se resolvieron en geles de poliacrilamida no
desnaturalizantes (Ver apartado 3.1.3.1 Material y métodos) para comprobar que correspondia

en cada caso al tamafo esperado segun los primers utilizados.

3.3.6.3 PCR a tiempo real

Una vez puesta a punto la PCR convencional, se optimizaron las condiciones para llevar a

cabo la amplificacién mediante PCR cuantitativa, modificando las concentraciones de cloruro
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de magnesio, asi como los tiempos y temperaturas de cada una de las etapas. A continuacion

se indica la mezcla de reaccion utilizada para cada uno de los genes analizados (Tabla 16).

Tabla 16. Mezcla de reaccion utilizada para cada uno de los primers.

Ciclofilina Integrina Apolipoproteina Proteina Heat shock C2
p1 D G 70 kDa  Complemento

H,0 12,2 ul 13,6 ul 13,8 ul 13,8 ul 14,4 ul 13,6 ul
MgCl, ' 3,2 ul 1,6 pl 1,6 ul 1,6 pul 0,8 ul 1,6 pl
primer up, 100 uM 0,3 pl * 0,4 ul 0,3l 0,3 ul 0,4 w1 0,4 ul
primer down, 100 pM | 0,3 pl * 0,4 ul 0,3 ul 0,3 ul 0,4 ul 0,4 ul
Lightcycler FastStart
DNA Master SYBR 2wl 2ul 2ul 2 ul 2ul 2ul
Green I mix
RT 2wl 2ul 2wl 2 ul 2ul 2ul

! Stock solution 25 mM (Roche Diagnostics, Manheim, Germany). * stock a 10 uM.

En las Tablas 17 y 18 se indican las condiciones de amplificacion utilizadas para cada uno de
los genes estudiados. Cada reaccion consiste en una desnaturalizacion inicial de 10 min,
seguida de entre 40-50 ciclos de amplificacion, que variaba en funcion del gen. El producto
fluorescente se detectd en el ultimo paso de cada ciclo mediante una tnica adquisicion. Tras
la fase de amplificacion se hizo una curva de melting, para determinar la especificidad de los
productos de PCR. La amplificacion con cada uno de los primers se hizo en todos los casos

por duplicado.

3.3.6.4 Determinacion de los cambios de expresion.

La valoracion de los resultados obtenidos se hizo mediante el software Lightcycler version
3.5. Este programa permite restar el background para obtener el valor en el que se inicia la
amplificacion con cada uno de los primers utilizados (crossing point).

Para cada amplificacion se calculo la media de los duplicados. El valor promedio del crossing
point obtenido para cada uno de los genes analizados se referencio respecto al valor obtenido

mediante la amplificacion con el gen de la ciclofilina (housekeeping).
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Tabla 17. Condiciones de amplificacion utilizadas.

Ciclofilina Integrina 1 Apolipoproteina D
10 min a 95°C 10 min a 95°C 10 min a 95°C
0 sec a 95°C 0 sec a 95°C 2 sec a 95°C
13 seca 55 °C 40 ciclos 10 sec a 65°C 40 ciclos 10 sec a 60°C 45 ciclos
8 sec a 72°C 8 seca 72°C 9seca 72°C
2 sec a 85 °C
5 sec a 95°C 5 sec a 95°C 5 sec a 95°C
25 sec a 65°C 25 sec a 65°C 25 sec a 65°C
0 sec a 90°C 0seca90 0 sec a 96°C
20 sec a 40°C 20 sec a 40 20 sec a 40°C

Tabla 18. Condiciones de amplificacion utilizadas.

Proteina G Heat shock 70 kDa C2 complemento

10 min a 95°C 10 min a 95°C 10 min a 95°C

3 sec a 95°C 2 sec a 95°C 4 sec a 95°C

10 sec a 60°C 50 ciclos 10 sec a 68°C 45 ciclos & sec a 63°C 45 ciclos
11 sec a 72°C 10 sec a 72°C 9seca72°C

2 secal&2°C 2 sec a 88°C

5 sec a 95°C 5 sec a 95°C 5 sec a 95°C

25sec a70°C 25seca73°C 25 sec a 68°C

0 sec a 90°C 0Oseca95s 0 sec a 98°C

20 sec a 40°C 20 sec a 40 20 sec a 40°C
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4.1 Asociacion entre el status de apoptosis tumoral v la presencia de inestabilidad

de microsatélites en carcinomas ductales infiltrantes de mama.

4.1.1 Determinacion de inestabilidad de microsatélites en los tumores: asociacion con la

pérdida de apoptosis y las caracteristicas clinico-patologicas.

La existencia de inestabilidad de microsatélites (MI) se determindé comparando el DNA
normal y el DNA tumoral procedente de 86 pacientes con carcinoma ductal infiltrante de
mama. Se analizaron mediante PCR 5 secuencias de microsatélites (SIT2, Bat26, D4S2948,
D21S1235 y D21S415), y se considerd que una muestra tenia inestabilidad cuando presentaba
alteraciones en la movilidad electroforética de las bandas de DNA, con al menos 2 de los 5
microsatélites estudiados (40% de los marcadores analizados).

Segun este criterio, se encontrd que un 11,6% (10/86) de los tumores presentaban alteraciones
ya fueran en forma de deleciones o de expansiones de la secuencia analizada. En la Figura 12
se muestran algunos ejemplos de tumores en los que se observo MI.

Todas las alteraciones detectadas afectaban exclusivamente a las secuencias de dinucledtidos
estudiadas (D2S2948, D21S1235 y D21S415). De los 11 tumores con MI dos presentaban
modificaciones electroforéticas en los 3 dinucledtidos analizados, mientras que en los 8
tumores restantes se evidenciaban alteraciones en dos de las tres secuencias dinucleotidicas.
En todos los casos existian alteraciones como minimo en dos de los marcadores.

Ninguna de las muestras analizadas presentd alteraciones en las secuencias de

mononucledtidos estudiadas (SIT2 y Bat26).

85



Resultados

322 322
N T N T
—
. S

D21S415 D21S1235

325 325 76 76 131 131
!- - ; =2
= e . -
= B = g p
= = =
- ——
—— |

D4S2948 D21S1235  D4S2948 D21S1235 D4S2948  D21S1235

Figura 12. Ejemplos de tumores de mama con inestabilidad de microsatélites. En cada caso se
compara el patron de bandas del tejido normal (N) con el del tejido tumoral (T) de la misma paciente.
La inestabilidad se asoci6 a la aparicion de bandas suplementarias en el tejido tumoral con respecto al

tejido normal con al menos dos de los marcadores utilizados.

En el grupo de tumores estudiados se habia determinado previamente el stafus de apoptosis
del tumor, analizando in situ el nimero de células apoptdticas y la expresion de algunas
proteinas que intervienen en este tipo de muerte celular, como Bax, Bcl-2, Bel-xp y p53.

Tal y como se muestra en la Figura 13, se detecté pérdida de apoptosis en un 80% (8/10) de
los tumores con inestabilidad de microsatélites (MI"), frente a un 17,8% (8/45) de tumores
con pérdida de apoptosis en el grupo que no presentaba este tipo de inestabilidad (MI").

Siendo estas diferencias estadisticamente significativas (y” test, p = 0,0004).
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La pérdida de apoptosis se asocid a una sobreexpresion de Bel-2 o Bel-xp en un 75% de los
casos (6/8). Sin embargo, las diferencias de expresion de Bcl-2 y Bel-x;. entre tumores MI" y
MI no fueron estadisticamente significativas.

Tampoco se observd una correlacion entre la expresion de la proteina proapoptotica Bax y la
presencia o ausencia de MI. Un 70% de los tumores MI" presentaban una menor expresion de
Bax, una cifra similar a la obtenida en los carcinomas MI" (82,2%). La expresion de p53

también fue similar entre tumores MI" y MI".

. 8
Apoptosis <1% 3 p=0,0004
5
Bcel-2 12 p=0,286
7 B MI* (n=10)
Bel-x -
L 20 PR O M (n=45)
Bax 3
8 p=0,662
5
pS3 71 p=0,825
0 20 40 60 80 100

% de tumores positivos

Figura 13. Asociacion entre el status de apoptosis y la presencia de inestabilidad de microsatélites
(MI") en carcinomas ductales infiltrantes de mama. Se representa el porcentaje de tumores MI" y MI” en
relacion con el nimero de células apoptoticas y con la expresion de proteinas reguladoras de apoptosis

(Bcl-2, Bel-x;, Bax y p53).

También se analiz6 la asociacion de algunos parametros clinico-patolégicos de valor
prondstico, como la edad, el status hormonal, el grado histolégico, el tamafio del tumor y la
presencia de metastasis ganglionares, con la existencia o no de inestabilidad de microsatélites

en los tumores (Tabla 19).

La afectacion ganglionar de las pacientes en el momento del diagnostico (N;) no difirio
significativamente entre tumores MI", un 60% (6/10), y tumores MI™ un 39,5% (30/76), (x”
test, p = 0,31). La distribucion del estado hormonal (32, p = 0,44), el grado histologico (x> p
=0,92) y el tamafio del tumor (%°, p = 0,52), asi como, la edad de las pacientes (3>, p = 1,00),

fue similar en ambos grupos.
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Tabla 19. Distribucion de las caracteristicas clinico-patologicas de pacientes con tumores de
mama MI" y MI'. Para cada una de las variables se indica la significacion estadistica obtenida al

comparar los dos grupos analizados.

MI+ MI- Pacientes 2
n(%) n(%) analizadas X TEST
EDAD
<50 3(30) 19(25) 22
7(70 57(75 64
>50 (70) (75) p=1,00
STATUS HORMONAL
premenopausia 4(40) 18(23,7) 22
postmenopausia 6(60) 58(76,3) 64
p=0,44
GRADO HISTOLOGICO
Gl 1(10) 5(6,6) 6
G2 5(50) 38(50) 43
G3 4(40 33(43,4 37
(40)  33(434) 092
TAMANO DEL TUMOR
T 4(40 40(52,6 44
T2
6(60 36(47,4 42
(<5cm.) (60) ( ) p=0,52
NODULOS LINFATICOS
N- 4(40) 45(60,5) 50
* 6(60 30(39,5 36
N (60)  30(39.5) ..

4.1.2 Analisis de mutaciones en el tercer exon del gen baxy expresion de la proteina Bax.

Puesto que se habian descrito mutaciones del gen bax en carcinomas de coléon MI', quisimos
analizar si estas mutaciones podian ser la causa de la perdida de apoptosis que observamos en
los carcinomas de mama con este tipo de inestabilidad.

Tras poner a punto las condiciones de PCR, se analizd la existencia de mutaciones en el gen

bax en una region de 8 deoxiguanosinas consecutivas situadas en el tercer exon.
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Los analisis se hicieron a partir de DNA procedente de 105 tumores ductales infiltrantes de
mama, amplificando una region de 94 pb que contiene la secuencia repetitiva. Como control
positivo de la mutacion se utilizo DNA de la linea de cancer colorrectal LoVo, que contiene
tanto una insercion como una delecion de la secuencia de interés.

Ninguna de las muestras analizadas presentaba alteraciones en la region de 8 deoxiguanosinas

que se estaba amplificando, tal y como se muestra en la Figura 14.

LOVO 69 76 131 285 322 313 354 392

P—-—vﬂ_

Figura 14. Analisis de la existencia de mutaciones frameshift en el tercer exén del gen bax. Los
productos de PCR obtenidos no evidenciaron alteraciones en las muestras de cancer de mama
estudiadas. Como control positivo se utilizo la linea celular de cancer colorrectal LoVo, que contiene

tanto una insercion como una delecion de la secuencia (G)g analizada.

Aunque no se detectaron mutaciones en la region del gen bax estudiada, y los estudios de IHQ
no habian evidenciado diferencias entre los tumores MI" y MI", se corroboré la expresion de
la proteina por western blot en los tumores MI', observandose en algunos casos

disminuciones en la expresion (Figura 15).

69 76 131 285 322 313 354 392

Bax - e dh @ = @& 21.5 kDa

Actina o - = " e - o 42 kDa

Figura 15. Anélisis de la expresion de la proteina Bax en tumores MI™ mediante
western blot. En cada caso se cargaron 50ug de proteina total y se utilizo la expresion

de actina como control de carga proteica.
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4.2 Influencia de la inhibicion de la apoptosis sobre el acumulo de alteraciones

oenéticas en células de cancer de mama: in vitro, v en tumores v metastasis in

vivo.

4.2.1 Descripcion de las lineas celulares y de las variantes tumorales y metastaticas

analizadas.

En la Figura 16 se muestra un esquema descriptivo de la procedencia de las lineas celulares
obtenidas por transfeccion de las células MDA-MB 435 con un vector de expresion que
contenia el gen Bcl-2 o Bel-x;, humano, o bien sin inserto, asi como de las variantes celulares
que se obtuvieron de tumores primarios y de las metastasis que estas células originaron en
distintos 6rganos.

Se estudiaron mediante AP-PCR un total de 30 lineas, entre las que se incluyen la linea
parental MDA-MB 435/P, los transfectantes con los genes antiapoptoticos Bcl-2 (435/Bcl-2)
y Bel-xp, (435/Bcl-xp C1 y 435/Bcl-x1, pool), y los transfectantes con neomicina (435/Neo).
En el andlisis también se incluyeron variantes celulares obtenidas de tumores de primera
(Tumorl) y tercera (Tumor3) generacion derivados de cada uno de los transfectantes, asi
como variantes metastaticas de estos tumores procedentes de distintos organos. La
nomenclatura que se utiliza para cada una de ellas hace referencia al transfectante del que
derivan, el 6rgano de procedencia y la generacion en que se obtuvieron. Asi por ejemplo, la
linea 435/Bcl-x;, Clnodes hace referencia a una variante metastatica derivada de la linea
435/Bcl-xr, C1, obtenida en ganglios linfaticos tras el tercer implante ortotopico. También se
incluyeron variantes celulares, tanto tumorales como metastaticas, derivadas de una
metastasis anterior, en este caso el nombre indica el érgano de origen de la primera metastasis

y si la linea derivada en segundo lugar es un tumor (435/Bcl-xp ClnodeiTumor2) O UNa

metastasis (435/Bcl-xp, CliungiNodeback2)

Antes de iniciar los experimentos de AP-PCR, se comprobé mediante western blot la
expresion de las proteinas antiapoptoticas Bcel-2 y Bel-xp. en las lineas transfectadas y en las
variantes celulares obtenidas tras los diferentes implantes en el animal de experimentacion
(Figura 17), pudiendo verse que la sobreexpresion, tanto de Bcl-2 como de Bcl-xp, se

mantenia con el paso de las generaciones.
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Figura 16. Esquema ilustrativo de las diferentes lineas celulares analizadas mediante AP-PCR. Las lineas de

conexion entre ellas indican procedencia, conectando cada una de las variantes celulares con su antecesora.

La gradacion de colores hace referencia al proceso de seleccion seguido.
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Figura 17. Comprobacion mediante western blot de la expresion de Bel-2 (a.) y Bel-x; (b.) en las
lineas transfectadas y en variantes tumorales derivadas de los sucesivos implantes in vivo/in vitro en el
animal de experimentacion. Se cargaron 50ug de proteina total, y se analiz6 la expresion de Bel-2 y
Bcel-x; en los transfectantes 435/Neo, 435/Bcl-2, 435/Bcl-x;. pool, 435/Bcl-x;, C1, y en las lineas
celulares procedentes de los respectivos tumores de la tercera generacion. En ambos casos se utilizé la

expresion de actina como control de carga proteica.

4.2.2 Analisis del dafio genomico mediante AP-PCR.

4.2.2.1 Determinacion del limite de cambio de la técnica.

Dado que en funcidon de los primers utilizados existe un cierto grado de variabilidad, se
llevaron a cabo experimentos de reproducibilidad intraensayo para determinar el limite de
cambio o limite de variabilidad de la técnica (Ver apartado 3.2.5 del Material y métodos).

En la Figura 18 se representa la relacion entre la intensidad media y la desviacion estdndar
(S.D.) del total de bandas analizadas en las réplicas de cuatro muestras, observandose una
ligera tendencia a que las bandas de mas intensidad muestren una mayor desviacion estandar.

Por eso se consider6 el limite de cambio como una recta proporcional a la intensidad de las
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bandas. Tomando como referencia la recta de regresion, el limite de cambio de la técnica es

la recta paralela por debajo de la cual estan el 99% de los puntos. Para considerar real el

cambio de intensidad de una banda en una variante celular determinada con respecto a su

linea de origen, es necesario que al extrapolar su valor en la recta definida por el experimento

de reproducibilidad, la diferencia de intensidad este por encima del limite de cambio

determinado por la recta. De esta forma podremos considerar como reales cambios con un 1%

de probabilidad de error. Es decir, todas las diferencias de intensidad por debajo de ese limite

tendran un 99% de probabilidad de ser producto de variaciones propias de la técnica.

S.D.
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Figura 18. En la figura se representa la recta que define el limite de cambio de la técnica de AP-PCR.

Esta recta se obtuvo tras analizar 45 bandas amplificadas con el primer Ocean en 4 muestras

independientes, y establecer la relacion entre la desviacion estandar y la intensidad media de las mismas.

Cualquier cambio de intensidad inferior al limite establecido podria ser el resultado de la variabilidad

técnica. Por lo tanto, solo se consideraron aquellos cambios superiores a este limite.
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4.2.2.2 Analisis de los patrones de bandas.

El niimero total de bandas analizadas por AP-PCR fue de 175: 45 fueron amplificadas con los
primers Ocean 'y D12S77, 39 con el pU6 y 46 con el primer Blue.

En la Figura 19 se muestra un ejemplo de los patrones de bandas obtenidos y de la aplicacion
del limite de cambio para determinar el numero de alteraciones en cada una de las variantes
celulares. EI GDF se ha calculado comparando cada una de las variantes analizadas con

respecto a una que se tomaba como referencia.

Do \2 WRT
i Bt O ag/BC
Aﬁs\ A”55 AB‘-’[Y A‘?’s,[g -~ A35 Intensidad
B iR - Resultado final
— el .
BR: 2 435/P \ézlrllfll:rte Variante - parental
—
— ______.._.-—u-——
s R——— i L e 87 119 32 1
o - 5 | 80 86 -6 0
e ——— 40 64 23 1
>» 88 48 -40 -1
Ocean D12S77

Figura 19. Patrones de AP-PCR obtenidos con los primers Ocean y D12S77. Para las bandas marcadas
mediante una flecha se muestra su intensidad y el resultado final en forma de 1 (aumento de intensidad),
-1 (pérdida de intensidad) y O (sin cambio), tras haber aplicado el limite de cambio de la técnica. Las
bandas de cada una de las variantes celulares analizadas se comparan con relacion a una que se toma
como referencia. En el ejemplo de la figura, la intensidad de cada una de las bandas estd comparada

respecto a la linea parental 435/P.
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4.2.3 Analisis global del dafio genomico en el modelo experimental.

Una vez analizadas todas las lineas celulares mediante AP-PCR, se calcul6 el dafio genémico
de cada una de ellas en relacion con la linea parental MDA-MB 435, de la que derivan todas
en ultimo término. Se observd como todas las variantes celulares analizadas presentaban
diferencias en mayor o menor grado, tanto a nivel de ganancias (GF) como de pérdidas (LF)
con respecto a la linea parental. La Figura 20 muestra la representacion del GF y del LF para
cada una de las muestras, sin que se puedan apreciar diferencias debidas a la sobreexpresion
de genes antiapoptoticos (Bcl-2 o Bel-xp), la procedencia tumoral o metastatica de las células
el organo de procedencia de las metastasis (pulmon, hueso y ganglios linfaticos) o la

generacion de las variantes en los sucesivos pases in vivo/in vitro.
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Figura 20 Representacion del dafio gendmico, en forma de ganancias (GF) y pérdidas (LF) de intensidad
de las bandas analizadas en las diferentes variantes celulares estudiadas, tomando como referencia la linea

parental (435/P) de la que originariamente todas proceden.

Dada la dificultad de interpretar los resultados comparando todas las lineas con respecto a
linea parental, se decidié agrupar las variantes celulares segiin su generacion y compararlas
respecto a la linea celular de procedencia inmediatamente anterior. Asi, se compararon por un
lado las lineas transfectadas respecto a la linea de origen 435/P y por otro lado las diferentes
variantes celulares respecto al tumor de origen, en el caso de las derivadas de tumores
ortotopicos y de metastasis originadas por el tumor; o comparando cada uno de los tumores

con relacion a la generacidn anterior.
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De esta manera, el andlisis del GDF nos permitio evaluar el nimero de alteraciones generadas
en cada una de las lineas celulares como consecuencia de cada manipulacion experimental:
inhibicion de apoptosis mediante la sobreexpresion de Bel-2 o Bel-xp, induccion de tumores,

induccidn de metastasis y perpetuacion de células en sucesivos pases in vivo/in vitro.

El analisis mediante AP-PCR permite estudiar las diferencias de las variantes que
comparamos respecto a una linea que se toma como referencia, pero no da informacion acerca
de las caracteristicas de las variaciones que se detectan. Por ese motivo, para cada una de las
lineas celulares se calcularon y dibujaron arboles de divergencia clonal, que proporcionan una
estima del grado de heterogeneidad que hay entre las diferentes muestras, asi como su

distribucion segun los parentescos mas probables deducidos por el programa.

Para analizar el grado de divergencia, se consideraron algoritmos que tenian en cuenta
unicamente el nimero de cambios significativos, es decir, aquellos cambios superiores al
limite de variabilidad de la técnica, independientemente de su magnitud. Las bandas sin
cambio se identificaron con un "0", las ganancias con "+1" y las pérdidas con "-1". Estos
datos se utilizaron para calcular los arboles de divergencia clonal, permitiendo complementar

la informacién proporcionada por el GDF.

4.2.4 Daiio genémico asociado a la sobreexpresion de las proteinas antiapoptoticas Bel-2

y Bel-xp,

Al comparar el numero de alteraciones en las lineas transfectadas respecto a la linea parental,
las lineas transfectadas con genes antiapoptoticos: 435/Bcl-2 (GF=0,27 y LF=-0,28), 435/Bcl-
xp C1 (GF=0,18 y LF=-0,21) y 435/Bcl-x;. pool (GF=0,17, LF=-0,17), tenian un numero de
alteraciones mayor que las células control 435/Neo (GF=0,15 y LF=-0,14), tanto a nivel de
ganancias como de pérdidas (Figura 21). Ademas, se observo que los transfectantes con el gen
bcl-2 presentaban mas alteraciones que los transfectantes con bcl-x;. Estas diferencias se

mantenian de forma reiterada en las diferentes generaciones de variantes celulares analizadas.
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Figura 21 Representacion grafica del dafio gendomico (GF y LF) en las lineas transfectadas
con el gen control (435/Neo) y con los dos genes antiapoptdticos Bel-2 (435/Bcl-2) y Bel-xi.
(435/Bcl-x; C1 y 435/Bcl-x; pool), tomando como referencia la linea parental (435/P).

El arbol de divergencia permitié corroborar los resultados anteriores, al tiempo que aportaba
informacion acerca del posible parentesco entre las lineas. Al analizar el arbol se podia ver
que los transfectantes con genes antiapoptdticos tenian una distancia media respecto a la linea
parental superior a los transfectantes con neo, siendo las alteraciones detectadas en la linea
transfectada con bcl-2 las que presentaban una mayor distancia con relacion a la linea
parental. Ademads, las lineas correspondientes a los transfectantes con bcl-2 y bcl-x;
compartian un mismo origen, mientras que la linea transfectada con el gen control tenia un

origen independiente (Figura 22).
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01 435/Neo

435/P

435/Bcl-2
435/Bcl-x; pool
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Figura 22. Arbol filogenético obtenido a partir de los resultados de AP-PCR, se muestran las relaciones que
aparecen al comparar los diferentes transfectantes con respecto a la linea parental 435/P. La escala utilizada se

indica en la parte superior.

4.2.5 Seleccion celular inducida por la inhibicion del proceso apoptdético: efecto de la

variabilidad genética sobre la tumorigénesis y la progresion metastatica.

Con el proposito de ver si a lo largo del proceso de seleccion experimental al que se habian
sometido las células, con los sucesivos pases in vivo/in vitro, se incrementaba el nlimero de
alteraciones, se compararon las variantes celulares obtenidas en cada generacion con relacion
a las variantes de la generacion anterior, tanto para tumores y metastasis obtenidos con los
transfectantes (435/Bcl-2, 435/Bcl-x1 ), como con los obtenidos con el control (435/Neo).

Por ese motivo se compararon los cambios genéticos de las variantes celulares derivadas de la
tercera generacion respecto a las derivadas de la primera generacion, y los de las lineas
derivadas de la primera generacion respecto a los transfectantes. El analisis del acumulo de
alteraciones genéticas a lo largo de las diferentes generaciones se hizo de forma independiente

para las lineas celulares procedentes de tumores y de metastasis.
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4.2.5.1 Analisis del dafio gendmico en variantes tumorales.

Como se ha dicho anteriormente, los tumores de la tercera generacion (435/NeOtymors,
435/Bcel-21umor3, 435/Bcl-xp. Clrymors ¥ 435/Bcel-xp, poOltymors) S€ compararon tomando como
referencia el correspondiente tumor de la primera generacion (435/Neorumort, 435/Bel-2tymort,
435/Bcel-xp, Clymor1 ¥ 435/Bcel-xp, pooltumor), ¥ los tumores derivados del primer implante se
compararon respecto al transfectante (435/Neo, 435/Bcl-2, 435/Bcl-x;, C1 y 435/Bcl-x1. pool)

del que se obtuvieron originariamente.

Al analizar el dafio gendmico, en forma de ganancias y pérdidas, en las variantes tumorales se
observd como en lineas generales, independientemente del gen con el que estaban
transfectadas, a medida que pasaban las generaciones el nimero de alteraciones aumentaba.
Los tumores de la tercera generacion tenian un numero de alteraciones mayor que los tumores
obtenidos en la primera generacion (Figura 23): 435/Neo (435/Neorymeri GF=0,20 y LF=-
0,22; 435/Neotymors GF=0,28 y LF=-0,37) y 435/Bcl-x1. (435/Bcl-xr Cltymort GF=0,1 y LF=-
0,07; 435/ Bel-xp, Clrymors GF=0,12 y LF=-0,16 y 435/Bcl-x1. pooltymor1 GF=0,11 y LF=-0,09;
435/ Bel-xp pooltymers GF=0,17 y LF=-0,19). Exceptuando el caso de los tumores 435/Bcl-2,
donde el nimero de alteraciones se mantenia estable (435/Bcl-2tymor1 GF=0,33 y LF=-0,23;
435/Bcel-21ymors GF=0,27 y LF=-0,26).

Ademas, se seguia observando un comportamiento diferencial entre los transfectantes con los
dos genes antiapoptdticos. Las variantes tumorales derivadas de la linea transfectada con bcl-2
tenian un numero de alteraciones mayor que las variantes tumorales derivadas de los
transfectantes con bcl-x;.

También es importante destacar que las variantes tumorales derivadas de la linea 435/Neo
presentaban un niimero de alteraciones claramente superior a las variantes tumorales con

sobreexpresion de genes antiapoptdticos.
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Figura 23. Representacion del dafio genomico (GF y LF) detectado en variantes tumorales de diferentes
generaciones al ser comparadas respecto a una variante anterior. Asi, los tumores derivados de la
primera generacion (Tumorl) de implantes se compararon versus la correspondiente linea transfectada,

y los tumores de la tercera generacion (Tumor3) versus los de la primera.

4.2.5.2 Analisis del dafio genomico en variantes metastaticas.

Para estudiar si en las variantes metastaticas se habia inducido un acimulo de alteraciones con
el paso de las generaciones, de una forma similar a la acontecida con los tumores, se
analizaron las lineas celulares derivadas de metéstasis pulmonares. Las comparaciones se

hicieron respecto al tumor de su misma generacion.

Los resultados obtenidos indican que en todas las metastasis pulmonares, habia un aumento
de alteraciones genéticas con respecto al tumor (435/Neopugs GF=0,25 y LF=-0,22;
435/Bcl-21ungs GF=0,17 y LF=-0,14), y el nimero de alteraciones aumentaba a medida que
avanzaba el proceso de seleccion (435/Bel-xp poolpungi GF=0,13 y LF=-0,09; 435/Bcl-xp
poolpLungs GF=0,2 y LF=-0,11) (Figura 24).

También resulta interesante destacar que en este caso, al igual que sucedia con las variantes
tumorales, la metastasis pulmonar derivada del transfectante con el gen control tenia un
numero de alteraciones mayor que las metastasis derivadas de los transfectantes con genes

antiapoptaticos.
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OGF
BLF

435/NeoLungs 435/Bcl-2 g 435/Bcel-x pool  435/Bcl-x; pool
Lungl Lung3

Figura 24. Representacion del dafo genomico (GF y LF) en variantes celulares derivadas de
metastasis pulmonares obtenidas de los diferentes transfectantes, cada una de ellas esta

comparada en relacion con su tumor de origen.
4.2.6 Relacion entre dafio genético y capacidad tumorigénica y metastatica.
Con el fin de correlacionar el efecto que las alteraciones genéticas detectadas tienen sobre la
capacidad tumorigénica y metastatica de estas lineas celulares in vivo, los resultados de AP-
PCR se evaluaron con respecto a la cuantificacion del volumen tumoral y el niimero de

metastasis de los ratones (Tesis Y. Fernandez).

Capacidad tumorigénica.

La progresion de los tumores que sobreexpresaban proteinas antiapoptdticas y los tumores
control, a partir de los cuales se derivaron las lineas analizadas por AP-PCR, era diferente.
Independientemente de la generacion, el volumen de los tumores 435/Neo era siempre inferior
al de los tumores 435/Bcl-2 y 435/Bcl-xi, aunque aumentaba progresivamente, y en paralelo,
a lo largo de las generaciones. En todos los casos la aparicion de los mismos tenia un periodo
de latencia inferior.

El dia de la exéresis, la media + error estandar de los tumores del primer implante expresado
en mm’ fue de 89,83 *+ 4,98 para los tumores 435/Bcl-2, 98,03 + 5,21 para los 435/Bcl-x; C1,
110,50 = 5,21 para los 435/Bcl-x;, pool y 71,79 £ 6,08 para los 435/Neo. Siendo estas

diferencias estadisticamente significativas (Krustal-Wallis, p=0,019) (Figura 25 a).
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En el tercer implante, el crecimiento de los tumores 435/Bcl-2 y 435/Bcl-x. también fue
ligeramente superior al de los tumores 435/Neo. La media + error estandar del volumen
expresada en mm?® fue de 127,72 + 11,21 para los tumores 435/Bcl-2 T2, 166,87 + 9,51 para
los 435/Bcl-x T2, 166,10 + 25,61 para los 435/Bcl-xp pool T2 y 96,20 + 12,11 para los
435/Neo T2. Siendo estas diferencias estadisticamente significativas (Krustal-Wallis,

p=0,027) (Figura 25 b).
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Figura 25. Capacidad tumorigénica de las lineas analizadas mediante AP-PCR. a. Seguimiento del
crecimiento de los tumores tras el primer implante ortotopico en el animal de experimentacion. b. Seguimiento
del crecimiento de los tumores tras el tercer implante ortotopico. Los resultados indican la media del volumen

del tumor =+ error estandar.
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Capacidad metastatica.

El ntimero y el tamafio de las metastasis de los ratones con tumores 435/Bcl-2 y 435/Bcl-x,
era superior al nimero de metéstasis de los ratones con tumores 435/Neo. Estas diferencias

aumentaban a lo largo de las generaciones (Figura 26).
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Figura 26. Incidencia de metastasis pulmonares obtenidas de tumores derivados de los transfectantes 435/Neo,
435/Bcl-2 y 435/Bcl-x. pool tras el primer (a) y tercer (b) implante en el animal de experimentacion La
grafica muestra la media del nimero de metastasis pulmonares obtenidas en cada animal, separadas en <3mm

y >3 mm.

La media + error estandar del nimero de metastasis pulmonares <3mm y >3 mm obtenidas
tras el primer implante ortotopico de células fue de 29,00 £ 7,56 y 4,5 £+ 1,04 para los tumores
435/Bcl-2, 22,00 + 3,85 y 4,4 + 0,98 para los 435/Bcl-x;. pool y 6,60 £ 1,81 para los 435/Neo,
que no llegaron a formar metastasis >3 mm. Siendo las diferencias en el nimero de metastasis
por raton estadisticamente significativas entre los grupos, tanto para metastasis <3mm

(Krustal-Wallis, p=0,025) como en las >3 mm (Krustal-Wallis, p=0,004) (Figura 26 a).

103



Resultados

La media £ error estandar del nimero de metastasis pulmonares <3mm y >3 mm obtenidas
tras el tercer implante ortotdpico de células fue de 35,80 = 8,60 y 11,60 = 1,96 para los
tumores 435/Bcl-2 T2, 31,4 £ 3,80 y 8,80 + 2,08 para los 435/Bcl-x.. pool T2 y 7,25 £ 2,87
para los 435/Neo T2, que no indujeron metéstasis >3 mm. Siendo las diferencias en el nimero
de metastasis por raton estadisticamente significativas entre los grupos, tanto para metastasis

<Bmm (Krustal-Wallis, p=0,004) como en las >3 mm (Krustal-Wallis, p=0,002) (Figura 26 b).

4.2.7 Analisis del acamulo de alteraciones en variantes metastaticas con diferente

organoespecificidad.

La mayor ubicuidad de metéstasis que originaban los tumores 435/Bcl-xi. hizo que ya en la
primera generacion, a partir de la linea 435/Bcl-xp C1 y 435/Bcl-xi pool se obtuvieran
metastasis en pulmon, en hueso y en ganglios linfaticos: 435/Bcl-xp Clyyngi, 435/Bcl-x¢

Clgone1 Y 435/Bcl-xt. Clnodet, 435/Bcl-xp pooliung1 y 435/Bcl-X1. poolnodet-

Se analiz6 la relacion entre la localizacion de las metastasis y el niimero de alteraciones
genéticas. El GDF de cada una de las variantes metastaticas, en relacion con el tumor de su
misma generacion, puso de manifiesto que en funcidén del 6rgano de origen el nimero de
alteraciones era diferente (Figura 27). Asi, las metéstasis ganglionares derivadas de los 2
transfectantes con Bcl-x;, tenian un GDF similar (435/Bcl-xp, Clnoge1 GF=0,07 y LF=-0,08;
435/Bcl-xr, poolnoder GF=0,06 y LF=-0,09), y menor que el de las metéstasis pulmonares
(435/Bcl-xp Clyungi GF=0,13 y LF=-0,14; 435/Bcl-x; pooliug1 GF=0,13 y LF=-0,09).

En el caso de las metastasis 6seas inducidas por los tumores 435/Bcl-x;. C1, se observé como
el numero de alteraciones era intermedio (435/Bcl-xp Clponer GF=0,09 y LF=-0,10) entre lo

que sucedia en ganglio y en pulmoén.
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Figura 27. Analisis del dafio genomico en variantes metastaticas con diferente
organoespecificidad. a. GF y LF en metastasis pulmonar (435/Bcl-x; Clig), ganglionar
(435/Bcel-xp Clnoge1) v Osea (435/Bcel-xp Clggne1), comparadas respecto al tumor 435/Bcl-xp
Cltumori- b. GF y LF en metéstasis pulmonar (435/Bcl-x. pooliug1) y ganglionar (435/Bcl-x,.

poolnoeger) comparadas respecto al tumor 435/Bcl-x;. pooltumort-

Los arboles filogenéticos permitieron analizar el grado de similitud de las alteraciones
genéticas, poniéndose de manifiesto que las metastasis pulmonares y ganglionares eran en
realidad las mas parecidas entre si, ya que compartian un mismo origen y ademas estaban mas

alejadas tanto en relacion con el tumor como con la metéstasis 6sea (Figura 28).
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0.1 435/Bcl-xy, Clyogel

435/B01-XL ClLungl

/ 435/B01-XL ClBonel

435/Bel-x1. Clrumort

Figura 28. Arbol filogenético calculado a partir de los resultados de AP-PCR. Se muestran las relaciones
obtenidas al comparar las variantes metastaticas procedentes de pulmon, hueso y ganglios en relacion con

el tumor (435/ Bel-xp Clumort)- La escala utilizada se indica en la parte superior.

4.2.7.1 Seleccion de variantes metastaticas con diferente organoespecificidad.

Una vez visto que en funcion del 6rgano diana las metastasis presentaban mayor o menor
variabilidad genética respecto al tumor de origen, se analiz6 si los cambios existentes en las
diferentes generaciones de metéstasis aumentaban y si se mantenia el grado de similitud entre
ellas. Se utiliz6 en cada caso el tumor de la primera generacion como punto de comparacion.

Se incluyeron las metastasis originadas por los tumores 435/Bcl-x; Cl1 de la primera
generacion (435/Bcl-xp, Clrungi, 435/Bel-xp Clnoger Y 435/Bcl-xi Clpone1), 4 metastasis
ganglionares de segunda y tercera generacion (435/Bcl-xp Clnodes, 435/Bcl-x1 Clnodebackss
435/Bcl-xp, ClNodelnodedors2za Y 435/Bcl-Xp  ClNodelnodedors2b) ¥ Una metastasis pulmonar

(435/Bcl-xp C1 LunglNodebackZ)a

En la Figura 29 se representan el GF y el LF de cada una de estas variantes metastaticas y se
observa como a lo largo del proceso de seleccion que se habia seguido, la metastasis
pulmonar presentaba un mayor nimero de alteraciones genéticas, una tendencia que
aumentaba a medida que transcurrian las generaciones (435/Bcl-x;, Clpug GF=0,13 y LF=-
0,14; 435/Bcl-x1. CliungiNodebacks GF=0,20 y LF=-0,22).

Las metastasis ganglionares tenian un niimero de alteraciones menor al observado en las
metastasis pulmonares, apreciandose como iba en aumento a lo largo de las sucesivas

generaciones (435/Bcl-xi. Clnode1 GF=0,07 y LF=-0,08; 435/Bcl-x;. Clnoges GF=0,09 y LF=-
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0,1 1; 435/BC1-XL ClNodeback3 GFZO,14 y LF=-0,17; 435/BC1-XL ClNodelnodedorSZa GFZO,13 y LF=-
0,14; 435/Bcl-x1, Clnodeinodedors2b GF=0,09 y LF=-0,10).
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Figura 29. Representacion grafica del dafio gendmico en variantes metastaticas con diferente
organoespecificidad derivadas de la linea 435/Bcl-x; C1. En azul se muestran metastasis pulmonares, en
naranja metastasis ganglionares y en verde la metastasis 6sea. El incremento en la gradacion de colores

indica la progresiva seleccion de variantes a lo largo del proceso de progresion tumoral.

Aunque en este caso resultaba mas dificil establecer un grado de parentesco, el arbol de
divergencia clonal nos permitia ver la proximidad genética de las metastasis pulmonares y
ganglionares en la distribucion en la que estas aparecian (Figura 30).

Al realizar este tipo de analisis se incluyeron también los tumores de la primera (435/Bcl-xi
Cl1umor1) Y la tercera generacion (435/Bcel-xp Clrymor3), poniéndose de manifiesto en el arbol
filogenético una mayor similitud entre ellos, al estar ubicados en una rama independiente con
relacion a las metastasis. En el caso de los tumores se observaba como, al igual que sucedia
con las variantes metastaticas, la inestabilidad genética también aumentaba con el proceso de

seleccion.
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0.1 435/Bcl-xp Cliyngi

435/Bcl-xL Clumors
435/Bcel-xp Clodet

435/Bcel-xL ClTumort

43 5/13(:1')(L C 1 Bonel Tumor2

435/Bcl-x1. Clnodebacks 435/Bcl-x1. ClnodeNodedors2a

43 5/BCl-XL Cl1 Node3 43 5/13(:1')(L Cl LunglTumor2

435/Bcl-xL Clpopet

a. 435/Bcel-xp Clnode1Tumor2 435/Bcl-xp Cl LungiNodeback2

b. 435/Bcl-x1 ClnodeiNodedors2b

Figura 30. Arbol filogenético obtenido a partir de los resultados de AP-PCR, que muestra la relacion
existente entre variantes tumorales y metastaticas de diferente generacion y con diferente
organoespecificidad. Todas estas variantes derivan de la linea 435/Bcl-x. C1. La escala utilizada se

indica en la parte superior.

El andlisis de las variantes metastaticas derivadas de la linea 435/Bcl-xt, pool coincidi6 con lo
expuesto anteriormente. El nimero de alteraciones, tanto a nivel de ganancias como de
pérdidas indicaba que a medida que avanzaba el proceso de seleccion aumentaba la
inestabilidad genética, tanto en metastasis ganglionares como pulmonares, ya que
independientemente del o6rgano de origen, las metéstasis derivadas de la tercera generacion
tenian mas alteraciones (435/Bcl-xp pooliungs GF=0,25 y LF=-0,23; 435/Bcl-X. poolnodeback3
GF=0,18 y LF=-0,18) que las derivadas de la primera (435/Bcl-xi. poolpugi GF=0,13 y LF=-
0,09; 435/Bcl-xp poolnoder GF=0,06 y LF=-0,09). Ademads, se seguia observando que las
metastasis pulmonares presentaban un mayor nimero de alteraciones con relacion al tumor

(Figura 31).
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Figura 31. Analisis del dafio gendmico en variantes metastaticas con diferente organoespecificidad
derivadas de la linea 435/Bcl-xp pool. En azul se indican metastasis pulmonares y en naranja
metastasis ganglionares. El incremento en la gradacion de colores indica la seleccion de variantes a lo

largo del proceso de progresion tumoral.

Al realizar el arbol de divergencia tomando como referencia el tumor de la primera
generacion (435/Bcl-xp pooltumer), s€ pudo ver como las lineas derivadas de las metastasis
pulmonar y ganglionar de la primera generacion comparten un mismo origen, y las metéstasis
de la tercera generacion (435/Bcl-xp pooliungs y 435/Bcl-xp poolnodebacks) presentaban un
mayor nimero de alteraciones genéticas, siendo la pulmonar la que tenia un mayor grado de

divergencia (Figura 32).
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435/Bcl-x1, pooli yngs

0.1

435/Bcl-x; pooltumert
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Figura 32. Arbol filogenético que muestra la relacion existente entre variantes tumorales y metastaticas de
diferente generacion y con diferente organoespecificidad, todas ellas derivadas de la linea 435/Bcl-x; pool.

La escala utilizada se indica en la parte superior.

4.2.8 Clasificacion mediante clusters de los cambios genéticos detectados por AP-PCR.

Ya que el analisis mediante arboles de divergencia indicaba que las alteraciones genéticas de
las variantes celulares que sobreexpresaban genes antiapoptoticos eran diferentes a las
alteraciones de las variantes obtenidas con el gen control (Figura 22), se decidi6 analizar las
bandas de AP-PCR mediante clusters para ver si existia alguna distribucion especifica del tipo
de alteraciones relacionadas con la sobreexpresion de Bcl-2 o Bel-xp en las células. Para
realizar estos andlisis se incluyeron todas las bandas de AP-PCR de todas las variantes
celulares estudiadas. Las muestras se ordenaron de forma que en la parte inicial del cluster
estaban ubicadas todas las lineas derivadas del transfectante con el gen control, es decir:
435/Neo, 435/Ne0tumort, 435/NeOtumors Y 435/Neorungs, Y @ continuacion las variantes
435/Bcl-2 y 435/Bcl-x.

Como se puede apreciar en la Figura 33 hay zonas de reagrupamiento diferente en 3 regiones
del cluster. Hay dos zonas donde en los transfectantes con el gen control predomina el color
verde (pérdidas de intensidad), mientras que en esta area del cluster para las variantes que
sobreexpresan Bcl-2 o Bel-xp, el color predominante es el rojo (ganancias de intensidad). Y

hay una tercera region, situada al final del cluster, donde en los transfectantes con el gen
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control predomina el color rojo, mientras que, en la misma area del cluster, las variantes que

sobreexpresan Bcl-2 o Bel-xg, no han sufrido cambios de intensidad.

435/Neorymor1
435/Neorymors

435/Neo

Figura 33. Analisis mediante clusters de los resultados obtenidos de los experimentos de AP-PCR. En
horizontal estan situadas todas las lineas celulares analizadas, y en vertical se indica el nombre de las
bandas de AP-PCR. Las variantes derivadas de los transfectantes con el gen control estan situadas en la
parte inicial, indicandose el nombre de cada una de ellas, en el resto se incluyen todas las lineas
celulares derivadas de los transfectantes con Bcl-2 y Bel-x;. En el lateral izquierdo se indican las 3
regiones cuyo comportamiento difiere entre los transfectantes con el gen control (435/Neo,

435/Neotymort, 435/NeOtumors Y 435/Neorung3) ¥ los transfectantes con genes antiapoptoticos.
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4.3 Expresion génica diferencial en variantes metastaticas con diferente

organoespecificidad.

4.3.1 Evaluacion de las hibridaciones del array.

La membrana de Research Genetics se hibridd, alternativamente, con 7 ug de RNA total de
cada una de las lineas celulares. Una vez realizadas todas las hibridaciones, se llevo a cabo el
analisis de la membrana mediante el software Pathways. Este programa permite analizar cada
hibridacion de forma independiente, pudiéndose visualizar la intensidad de cada uno de los
spots del array en escala de grises y obtener una distribucion de los puntos en funcion de su
intensidad. En la Figura 34 se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos.

Del analisis de cada una de las hibridaciones se obtuvo una hoja de céalculo con toda la

informacion referente al array.

Para efectuar el analisis de las distintas hibridaciones con el software, se recomendaba que las
intensidades de cada una fueran lo mas similares posible. Inicialmente se hicieron para cada
una de las hibridaciones dos exposiciones de la membrana, una de 17 h y otra de 24 h, cuyas

intensidades totales se indican a continuacion:

17 h 24 h
435/Bcl-xp. Cltumort: 41.649,77 435/Bcl-x1, Cltumort: 59.055
435/Bcl-xp, Clnogdes: 57.371,12 435/Bcl-xp, Clnoges: 91.037,46
435/Bcl-xp Clpungi: 83.337,74 435/Bcl-xp Clpungi: 101.479
435/Bcl-x;, Clpener: 70.590,99 435/Bcl-xy, Clpgper: 101.273,19
435/Bcl-xp, Clnoder: 59.482,16 435/Bcl-x, ClNoder: 92.277,68

Para decidir que valores utilizar para realizar el posterior andlisis estadistico se compararon
los datos obtenidos de cada una de las dos exposiciones, y como en términos generales no
habia grandes diferencias se decidio trabajar con los datos obtenidos tras 17 h de exposicion

de la membrana ya que la intensidad global era menor.
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Figura 34. Imagen obtenida con el sofiware Pathways tras analizar cada una de las hibridaciones de
forma independiente, en la figura se muestran los resultados obtenidos con la muestra 435/Bcl-x; Clyodes.
a. Representacion del array indicandose en escala de grises la intensidad de cada uno de los puntos

presentes en la membrana. b. Distribucion de los puntos en funcion de la intensidad detectada.

Una vez analizada cada hibridacion de forma independiente, se hicieron comparaciones dos a
dos, que podian ser visualizadas mediante una escala de falso color rojo y verde que permite
ver la intensidad del array en su conjunto (Ver Material y métodos 3.3.4 Comparing). Este

tipo de analisis tiene en cuenta la diferente intensidad de cada punto en cada una de las
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hibridaciones y ademas permite agruparlos en funcion de su intensidad mediante un

histograma. En la Figura 35 se muestra un ejemplo de las imagenes obtenidas.

a.

b.  CIN3HYE2HT7 CITIHYE15kF

|r e

Figura 35. Imagen obtenida al comparar dos hibridaciones independientes del array con el software
Pathways. a. Representacion del array indicandose en escala de falso color rojo-verde la intensidad de cada
uno de los puntos. En la figura se muestra la comparacion entre el tumor 435/Bel-x; Clrymer v 1a metastasis

435/Bcl-x, Clyoges- b. Distribucion de los puntos en funcién de la intensidad detectada.
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A pesar de que el programa permitia comparar las hibridaciones dos a dos normalizando
previamente las intensidades de los puntos, nos parecié mas apropiado realizar el andlisis de
los datos de forma independiente, ya que en la normalizacion llevada a acabo por el software

no sabiamos exactamente los criterios ni las formulas utilizadas.

4.3.2 Analisis de los datos procedentes del array.

El analisis de datos se llevd a cabo con el programa SPSS. Toda la informacion de interés,
como las intensidades crudas de cada uno de los puntos del array para las 5 hibridaciones
realizadas, asi como el nombre de cada uno de los genes, su localizacion en el array y su
categoria, es decir si correspondia a un control positivo (CPos), a un housekeeping gene

(HKG), o auno de los genes conocidos incluidos (Data points), se transfirié a este programa.

El analisis se hizo partiendo de las intensidades crudas de cada uno de los puntos. Se sustrajo
en primer lugar el valor del background y a continuacion se llevo a cabo la normalizacion
utilizando dos métodos alternativos. Una vez normalizado se compararon los niveles de
expresion entre las diferentes muestras estudiadas. A continuacion se explica detalladamente

cada uno de los pasos seguidos.

Sustraccidn del background

El primer paso en el andlisis de datos fue restar el background a las intensidades crudas de
cada uno de los puntos. Este proceso no modificaba el valor general del array ya que se
trataba de un valor Unico, que variaba para cada una de las hibridaciones, permitiendo asi

eliminar aquellos valores cuya intensidad fuera menor que 0.

Normalizacion.

Una vez eliminado el background, el siguiente paso necesario para poder comparar las
diferentes hibridaciones entre si era llevar a cabo un proceso de normalizacion de los datos.
La normalizacién se hizo utilizando dos métodos alternativos, uno basado en la media de los
Data points y otro en la media de los controles positivos. En ambos casos la formula utilizada

fue la siguiente:
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intensidad cruda
Normalizacion = X 2000

* intensidad cruda

* data points / controles positivos

Para detectar genes diferencialmente expresados en metastasis con relacion al tumor de
origen, se calcularon ratios en las que el valor de cada metastasis normalizado se dividia por
el valor del tumor normalizado.

Los resultados obtenidos segin los dos métodos de normalizacién se indican por separado

para las 3 categorias de spots que hay en el array: CPos, HKG y Data points.

TIPO N Minino | Maximo | Media S.D.

CPos B1T1=B1CPos/T1CPos 192 ,62 1,44 | 1,0004 ,1178
L1T1=L1CPos/T1CPos 192 ,78 1,35 | 1,0049 | 8,80E-02
NI1T1=N1CPos/T1CPos 192 ,80 1,41 |1,0015 | 8,86E-02
N3T1=N3CPos/T1CPos 192 72 1,41 | 1,0060 | 9,30E-02

Data B1T1=B1CPos/T1CPos 3964 ,14 5,66 | 1,0885 ,3653
L1T1=L1CPos/T1CPos 3964 ,03 138,29 |4,5264 7,9559

NI1TI=NI1CPos/T1CPos 3964 ,00 596 [1,3125 ,4258
N3T1=N3CPos/T1CPos 3964 ,02 5,87 11,0302 ,3445

HKG B1T1=B1CPos/T1CPos 168 ,40 2,10 [1,0212 ,2751
L1T1=L1CPos/T1CPos 168 57 21,01 |2,0836 2,7539
NI1TI1=NI1CPos/T1CPos 168 37 3,10 11,3396 ,3496
N3T1=N3CPos/T1CPos 168 53 2,77 | 1,0745 ,2556

Tabla 20. Resultados obtenidos tras la normalizacién basada en los controles positivos. Los resultados se

muestran por separado para las 3 categorias de puntos presentes en el array: controles positivos (CPos), Data y
housekeeping genes (HKG). En cada caso se indica la ratio (B1T1, L1T1, N1T1 y N3T1) obtenida tras dividir el
valor de cada una de las metastasis normalizado (B1CPos, L1CPos, N1CPos, N3CPos) entre el valor del tumor
normalizado (T1CPos). N indica el numero de genes en cada una de las categorias, también se indica el valor
minimo, maximo, la media, asi como la desviacion estandar (S.D.) para cada una de las ratios calculadas. Bl=
435/Bcl-xp. Clponet, L1=435/Bcl-Xp Clyyng1, N1=435/Bel-x1. Clnode1, N3= 435/Bcl-xp, Clyodes y T1=435/Bel-xp.

C1 Tumorl -

Cuando se normaliz6 segun los controles positivos (Tabla 20), 1a media de las ratios obtenidas

en el grupo de CPos era proxima a 1, y la mayor variabilidad se encontré en las ratios de los
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Data points, observandose en este grupo que las ratios correspondientes a la metéstasis 0sea y
a una de las metdstasis ganglionar tenian una media proxima a 1, mientras que la

correspondiente a la metastasis pulmonar era de 4,52.

TIPO N Minino | Maximo | Media S.D.
CPos B1T1=Bl1Data/T1Data 192 ,59 1,38 ,9601 ,1130
L1T1=L1Data/T1Data 192 ,30 53 ,3925 3,44E-02
N1T1= Nl1Data/T1Data 192 ,62 1,09 |,7757 6,86E-02
N3T1= N3Data/T1Data 192 ,76 1,48 1,0524 | 9,73E-02
Data B1T1= Bl1Data/T1Data 3964 ,13 5,43 1,0446 ,3506
L1T1=L1Data/T1Data 3964 ,01 54,01 |1,7678 3,1073
N1T1= NlData/T1Data 3964 ,00 4,62 1,0166 ,3298
N3T1=N3Data/T1Data 3964 ,02 6,14 1,0776 ,3603
HKG B1T1= B1Data/T1Data 168 ,38 2,02 [,9801 ,2640
L1T1= L1Data/T1Data 168 22 8,20 |,8138 1,0756
NI1T1= Nl1Data/T1Data 168 28 2,40 1,0376 ,2708
N3T1= N3Data/T1Data 168 ,56 2,90 1,1240 ,2674

Tabla 21. Resultados obtenidos tras la normalizacion basada en los Data. Los resultados se muestran por
separado para las 3 categorias de puntos presentes en el array: controles positivos (CPos), Data y housekeeping
genes (HKG). En cada caso se indica la ratio (B1T1, L1T1, NIT1 y N3T1) obtenida tras dividir el valor de cada
una de las metastasis normalizado (B1Data, L1Data, N1Data, N3Data) entre el valor del tumor normalizado
(T1Data). N indica el nimero de genes en cada una de las categorias, también se indica el valor minimo,
maximo, la media, asi como la desviacion estandar (S.D.) para cada una de las ratios calculadas. B1=435/Bcl-x;.

ClBoneln L1= 435/BC1-XL ClLungb Nl= 435/Bcl—xL ClNodel: N3= 435/BC1-XL ClNode3 y T1= 435/BCI-XL ClTumorl-

Al normalizar utilizando la media de los Data points (Tabla 21), el promedio de las ratios para
este grupo de genes seguia estando proxima a 1, observandose una mayor variabilidad en las
ratios correspondientes a los controles positivos. Con esta normalizacion se seguia
observando que la ratio correspondiente a la metastasis pulmonar era la que aparecia mas
desviada de 1, con un valor de 1,76. Esta mayor variabilidad en la metastasis pulmonar es

seguramente consecuencia de algiin problema en el momento de la manipulacion.
Al comparar los dos métodos de normalizacion no existia una gran discrepancia en el nimero

de genes detectados. Por ese motivo, se decidi6 utilizar la normalizacion basada en la media

de los Data points, el grupo de genes mayoritario, ya que representaban mejor el conjunto del
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array que los controles positivos. Los resultados que se muestran a continuacion son los

obtenidos mediante este tipo de normalizacion.

Comparacion metastasis versus tumor.

Para analizar si la variabilidad genética de las células metastaticas se correspondia con una
diferente expresion génica, caracteristica del 6rgano en el que se habian desarrollado las
metastasis, se compar6 la expresion génica de cada una de ellas: pulmoén, hueso y ganglio en

relacidn con el tumor.

En la Figura 36 se muestran las graficas obtenidas al comparar los valores normalizados de
cada una de las metastasis con relacion al tumor. En las dos metéstasis ganglionares
analizadas, y en la metastasis 6sea, la mayoria de los genes representados en el array
aparecian en la diagonal, es decir se expresaban de forma similar en el tumor y la metastasis,
y solo en algunos casos diferian sus valores. Por el contrario, existe una gran dispersion de
valores entre las células de la metastasis pulmonar y las células del tumor, corroborandose los

resultados obtenidos al analizar las ratios metastasis/tumor en los calculos de normalizacion.

4.3.3 Determinacion de los cambios de expresion.

El ultimo paso de los analisis realizados consistié en tomar logaritmos en base 2 de todas las

ratios metastasis/tumor, lo que permitia interpretar los resultados de forma mas clara.

Para considerar que un gen presentaba diferencias de expresion entre la metéstasis y el tumor,
se estableci6é como criterio que la ratio obtenida al comparar las intensidades respectivas fuera
superior a 2 (sobreexpresion) o inferior a —2 (infraexpresion). Como trabajabamos en
logaritmo en base 2, se considerd6 cambio de expresion cuando las ratios de las intensidades
eran superiores a 1 (logy ratio>1) o inferiores a —1 (log, ratio<-1).

Ademas se establecio un tercer parametro para restringir los valores que considerabamos de
interés, este criterio fue el de valorar inicamente aquellos puntos cuya intensidad al restar de
cada una de las metastasis el valor del tumor fuera superior a 10 veces el background. De esta

manera se eliminaban puntos que por su baja intensidad eran mas susceptibles de error.
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B1nor = B1bgme / 805.3437*2000

Nlnor = Nlbgme/ 597.1708*2000

Resultados
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Figura 36. Representacion grafica de la comparacion de los valores normalizados de cada una de las
metastasis en relacion con el valor normalizado del tumor (T1nor). La normalizacion se hizo restando
previamente el background (T1bgme) y aplicando para cada hibridacion la formula que se indica sobre cada
uno de los ejes. En cada una de las graficas se representan la recta de regresion con el intervalo de confianza
del 95%. Bl= 435/Bcl-x; Clgone1, L1= 435/Bcl-xp Cliyngi, N1= 435/Bcel-xp Clyoger, N3= 435/Bcl-x. C1
Nodes ¥ T1=435/Bcl-xp Clrymort-
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En la Figura 37 se representan las ratios metastasis/tumor versus el valor del tumor
normalizado, aplicando los criterios establecidos para determinar los cambios de expresion.
En las graficas se puede observar que en la metastasis dsea y en las dos metastasis
ganglionares el nimero de genes detectados como diferencialmente expresados, con un valor
de log, ratio metastasis/tumor superior a 1 e inferior a —1, y una intensidad 10 veces superior
al background, es muy inferior al nimero de genes que se encuentran diferencialmente

expresados en la metastasis pulmonar, la cual presenta una mayor dispersion de valores.
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Figura 37. Representacion grafica obtenida al comparar las ratios metastasis/tumor en log, respecto al valor
del tumor normalizado. Sobre cada uno de los ejes se indican las férmulas utilizadas para obtener los valores
que se representan. Solo se consideraron como cambios reales aquellas ratios de intensidad cuyo log, era
superior a 1 o inferior a —1 (lineas paralelas al eje de abcisas) y superiores a 10 veces el background (linea
perpendicular al eje de abcisas). B1= 435/Bcl-xi, Clgoper, L1= 435/Bel-xp, Clyungi, N1= 435/Bel-xi, Clyodets
N3=435/Bcl-xp. Clnodges ¥ T1=435/Bcel-xp Clrymort-
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Siguiendo estos criterios se determind que genes aparecian diferencialmente expresados en

cada una de las metastasis.

4.3.3.1 Identificacion de genes diferencialmente expresados.

> Genes asociados a actividad metastatica:

La deteccion de genes asociados a la actividad metastatica de las células se hizo evaluando
aquellos que aparecian sobreexpresados (log, ratio >1) e infraexpresados (log, ratio <-1)
respecto al tumor, en las cuatro variantes metastaticas que se habian analizado: dos de
ganglio, una de pulmoén y una de hueso. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 22,
donde se observa que solo ocho genes sufrian variaciones en todas las metastasis, dos de ellos
sobreexpresados: el coldgeno tipo VI a2, componente de la matriz extracelular, y un
componente de la membrana plasmatica que cataliza el transporte de monocarboxilatos como
lactato. Los genes infraexpresados en su mayoria son factores de transcripcion: TAF-172 que
se une a las cajas TATA coactivando junto con otros factores la transcripcion, la proteina zinc
finger 5 que actua como represor transcripcional de c-myc y de promotores de timidina
quinasas, y el factor de transcripcion para la al-fetoproteina. Hay que destacar también como
infraexpresados un precursor de la quimiotaxina 2 leucocitaria y el receptor de membrana

LCRI1 acoplado a proteina G.

Tabla 22. Genes diferencialmente expresados en las 4 lineas metastaticas analizadas.

Genes asociados a actividad metastatica

Genes sobreexpresados (log; ratio >1) Genes infraexpresados (log; ratio <-1)

Receptores y proteinas de membrana
*Monocarboxilate transporter (MCT3) * Antigeno de membrana especifico de prostata
*Probable G protein-coupled receptor LCR1
Sistema inmune

*H. sapiens mRNA for LECT2 precursor

Proteinas nucleares, factores de transcripcion y traduccion
*ou1-fetoprotein transcription factor (hFTF)
*TBP-associated factor 172 (TAF-172)
*Human mRNA for zinc finger 5 protein

Matriz extracelular, citoesqueleto y moléculas de adhesion

*Colageno, tipo VI a2
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» Genes asociados a metastasis ganglionar:

En el caso de la metéstasis ganglionar donde se disponia de 2 muestras independientes se
analizé que genes aparecian diferencialmente expresados en cada una de las lineas celulares
en relacion con el tumor. En las células 435/Bcl-xp Clnoger habia un total de 36 genes
sobreexpresados y 28 infraexpresados que afectan a distintas funciones celulares (Tabla 23).
Algunos de ellos estan relacionados con los mecanismos de apoptosis, o con la maquinaria
bioquimica celular, y otros forman parte del citoesqueleto, membrana celular o nucleo.
También destaca un grupo de genes implicados en los mecanismos de respuesta inmune. La
otra metastasis ganglionar, 435/Bcl-x; Clnode3, presentaba 49 genes sobreexpresados y 25

genes infraeexpresados con una distribucion similar en cuanto a funciones celulares (Tabla
24).

Para establecer que genes variaban de forma consistente en las dos metastasis ganglionares se
compararon estos resultados entre si. En la Figura 38 se representan las ratios
metastasis/tumor correspondientes a estas dos lineas celulares. Los puntos situados en el
cuadrante superior derecho son aquellos que aparecen sobreexpresados (log ratio>1) en las
dos metastasis ganglionares, y los que estan situados en el cuadrante inferior izquierdo
corresponden a genes cuya expresion es inferior a —1 (log, ratio<-1) en las dos muestras
analizadas.

El nimero de genes que variaban en las dos metastasis ganglionares (Tabla 25) y podian
considerarse consistentemente asociados a este fenotipo se reducia a 5 genes sobreexpresados
y 6 infraexpresados, de los cuales, especificos para la metéstasis ganglionar y que no habian
aparecido en las otras metéstasis eran: el receptor de la fibronectina, implicado en la adhesion
celular y cuya activacion se relaciona con proliferacion y apoptosis, la apoplipoproteina D que
participa en el metabolismo lipoproteico y una lactato deshidrogenasa que interviene en la

glicolisis anaerdbica de células testiculares y células germinales.
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Tabla 23. Genes detectados como sobre e infraexpresados en la linea celular 435/Bcl-x;, Clyoger €0

relacion con el tumor 435/Bcl-x1. Clpymort-

Genes diferencialmente expresados en 435/Bcl-xy, Clnoder

Genes sobreexpresados (ratio logy >1) Genes infraexpresados (ratio log, <-1)

Receptores y proteinas de membrana

*H. sapiens creatine transporter nRNA *Prostate-especific membrane antigen
*Monocarboxylate transporter (MCT3) mRNA *Probable G protein-coupled receptor LCR1 homolog
*Delayed-rectifier K+ channel asubunit (KCNS1) *Interleukin 10 receptor

* Ankyrin *Human occludin mRNA

*Hybrid receptor gp250 precursor mRNA *Membrane metallo-endopeptidase (CALLA, CD10)

*H. sapiens macrophage receptor MARCO
*Mitochondrial ADP/ADT translocator mRNA
Apoptosis
*H. sapiens TWEAK mRNA *Putative DNA binding protein A20
*Bcl-2 binding component 6 (bbc6) mRNA
Sistema inmune

*S100 calcium-binding protein A8 (calgranulin A) *Interleukin 8

*H. sapiens tapasin (NGS-17) mRNA, *Human Toll-like receptor 3 (TLR3) mRNA

*Immunoglobulin-related 14.1 protein precursor *Monocyte chemotactic protein 3 precursor
*HKR-T1

*H. sapiens mRNA for LECT?2 precursor
Proteinas nucleares, factores de transcripcion y traduccion

*Human CREB-binding protein (CBP) mRNA *Human mRNA for zinc finger 5 protein
*V-ski avian sarcoma viral oncogene homolog *ou]-fetoprotein transcription factor (WFTF) mRNA
*mRNA for hepatocyte nuclear factor 4 y *TBP-associated factor 172 (TAF-172) mRNA

*Ran binding protein 2 (RanBP2alpha)
*GATA-binding protein 3

Enzimas y proteinas de la maquinaria bioquimica celular
*Testis-specific lactate dehydrogenase (LDHC4, LDHX) *Ribonuclease L (2',5'oligoisoadenylate)

*H. sapiens adenosine triphosphatase mRNA, *Hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 2
*Hydroxysteroid sulfotransferase SULT2B1a (HSST2) *H. sapiens mRNA for protein kinase, Dyrk3
*Tyrosine hydroxylase *Human (ard-1) mRNA

*Putative tumor suppressor protein unspliced form (Fus2) *mRNA for peroxisomal acyl-CoA oxidase
*Visinin-like *Human p37NB mRNA

*Human protein-tyrosine phosphatase mRNA * Adenosine monophosphate deaminase 1 (isoform M)
* Apolipoprotein D *H.sapiens mRNA for ESM-1 protein

* Apolipoprotein C-IV *Paired basic amino acid cleaving system 4
*Glutathione-S-transferase pi-1 *Human mRNA for nel-related protein

*H.sapiens mRNA for alkB protein homolog
Matriz extracelular, citoesqueleto y moléculas de adhesion
*Human tastin mRNA *Fibromodulin
*Collagen, type VI, alpha
*(clone ch13lambda?) alpha-tubulin mRNA
*Human p190-B (p190-B) mRNA
*Integrin B1 (fibronectin receptor, antigen CD29)

Otros
*Human ets domain protein ERF mRNA *H.sapiens mRNA for Mox-2
*H. sapiens HKL1 mRNA *V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1

*BRCAZ2 region, mRNA sequence CG006
*H. sapiens EMX1 mRNA
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Tabla 24. Genes detectados como sobre ¢ infraexpresados en la linea celular 435/Bcl-x; Clyodes

en relacion con el tumor 435/Bcl-x;p Clymort-

Genes diferencialmente expresados en 435/Bcl-x;, Clnoges

Genes sobreexpresados (ratio log, >1) Genes infraexpresados (ratio logy <-1)
Receptores y proteinas de membrana

*Receptor protein-tyrosine kinase EDDR1 *H. sapiens phospholipid scramblase mRNA
*Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 *Estrogen receptor
*Monocarboxylate transporter (MCT3) mRNA *Prostate-specific membrane antigen
*Diastrophic dysplasia (sulfate transporter) *mRNA (ocular albinism type 1 related)
*Tumor-associated antigen L6 *Excitatory amino acid transporter 1
*Basic fibroblast growth factor (bFGF) receptor *Probable G protein-coupled receptor LCR1 homolog

*Low-density lipoprotein receptor precursor
*Syndecan 4 (amphiglycan, ryudocan)
Apoptosis
*Hematopoietic lineage cell specific protein
*E1B 19K/Bcl-2-binding protein Nip3
Sistema inmune
*Macrophage stimulating 1 (hepatocyte Growth F. like)  *H.sapiens mRNA for LECT2 precursor
*Human MOP1 mRNA
*Monocyte chemoattractant protein-4 precursor (MCP-4)
Proteinas nucleares, factores de transcripcion y traduccion

*Histone H1D *TBP-associated factor 172 (TAF-172) mRNA
*Human neuronal PAS2 (NPAS2) mRNA *p300/CBP-associated factor (P/CAF) mRNA
*Histone 2A-like protein (H2A/l) mRNA *a,1-fetoprotein transcription factor (WFTF) mRNA
*H. sapiens histone H2A.2 mRNA *H.sapiens ring finger protein (FXY) mRNA
*Zinc finger protein 43 (HTF6) *Microphthalmia-associated transcription factor
*Ribonucleotide reductase M2 polypeptide *Human mRNA for zinc finger 5 protein

*Putative RNA binding protein (RBP56) *Human RNA binding protein Etr-3 mRNA

*P55-c-FOS proto-oncogene protein
Enzimas y proteinas de la maquinaria bioquimica celular

*Human mRNA for reticulocalbin *35,6-dihydroxindole-2-carboxylic acid oxidase precursor
*Testis-specific lactate dehydrogenase (LDHC4, LDHX) *mRNA for fatty acid binding protein

*[EX-1 *Human MXI1 mRNA

*Cytochrome P450, subfamily ITA *Human syntaxin 7 mRNA

*Nicotinamide N-methyltransferase (NNMT) *mRNA for glutamine cyclotransferase

* Apolipoprotein D *Synuclein, o (non A4 component of amyloid precursor)
*Human follistatin gene *Lectin, galactoside-binding, soluble, 3 (galectin 3)

*5' nucleotidase (CD73) *Tyrosinase (oculocutaneous albinism IA)
*Sodium/myo-inositol cotransporter (SLC5A3) *mRNA for skeletal muscle-specific calpain

*N-chimaerin
*Arginyl-tRNA synthetase
*H. sapiens mRNA for dihydropyrimidinase
*Dihydrodiol dehydrogenase
*Serine hydroxymethyltransferase, cytosolic
*QGlycogen synthase 1 (muscle)
*Human PH-20 homolog (LUCA2) mRNA
*Prob. trans-1,2-dihydrobenzene-1,2-diol dehydrogenase

Matriz extracelular, citoesqueleto y moléculas de adhesion
*Collagen, type VI, alpha 2 *QGene for neurofilament subunit M (NF-M)
*Capping protein (actin filament), gelsolin-like *Lymphocyte cytosolic protein 1 (L-plastin)
*Adducin 2 (beta) {alternative products}
*Integrin, alpha 6
*Integrin B1 (fibronectin recept. B polypeptide Ag CD29)
*H. sapiens Jagged 1 (HJ1) mRNA
*Collagen, type VI, alpha 1
*Vascular cell adhesion molecule 1

Otros

*H. sapiens CAGH3 mRNA
*Prion protein (p27-30) (Creutzfeld-Jakob disease)

*Human mRNA for RTP
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log(N3nor/T1nor) / log,

log, N3T1

log, N1T1=log(N1nor/T1nor) / log,

Figura 38 Genes diferencialmente expresados en metastasis ganglionares. Sobre cada uno de los ejes se
representa la ratio metastasis/tumor en log,, indicAndose en cada caso la formula utilizada, asi como las
lineas correspondientes a los limites de 1 y —1 establecidos. El cuadrante superior derecho e inferior
izquierdo muestran aquellos genes cuya ratio en log, es superior a 1 e inferior a —1 respectivamente, en las

dos muestras analizadas. N1= 435/Bcl-xp Clyoder Y N3=435/Bel-xp. Clyoges-

Tabla 25. Genes diferencialmente expresados en las 2 muestras de metéstasis ganglionar analizadas.

Genes asociados a metastasis ganglionar

Genes sobreexpresados (log ratio >1) Genes infraexpresados (log; ratio <-1)

Receptores y proteinas de membrana
*Monocarboxilate transporter (MCT3) * Antigeno de membrana especifico de prostata
*Probable G protein-coupled receptor LCR1
Sistema inmune
*H. sapiens mRNA for LECT2 precursor
Proteinas nucleares, factores de transcripcion y traduccion
*TBP-associated factor 172 (TAF-172)
*a 1-fetoprotein transcription factor (hFTF)
*Human mRNA for zinc finger 5 protein
Enzimas y proteinas de la maquinaria bioquimica celular
*Testis—specific lactate dehydrogenase
*Apolipoprotein D
Matriz extracelular, citoesqueleto y moléculas de adhesion
*Colageno, tipo VI a2

*Integrin B1 (fibronectin receptor, antigen CD29)
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» Genes asociados a metastasis dsea:

En el caso de la metastasis 6sea, donde solo se disponia de una muestra lo primero que se hizo
fue determinar que valores del log, ratio metéstasis/tumor eran superiores a 1 e inferiores a
—1. Con esta comparacion se obtuvieron 58 genes sobreexpresados y 18 genes
infraexpresados, respecto al tumor de origen.

Para facilitar la seleccion de genes candidatos se compard la ratio metastasis 6sea/tumor con
las ratios correspondientes a las dos metastasis ganglionares. De esta forma se determind que
genes se expresaban diferencialmente en hueso y no en ganglio, es decir se seleccionaron
genes cuyo log, ratio fuera superior a 1 en hueso e inferior en ganglio (n=37), y genes con
log, ratio inferior a —1 en hueso y superior en ganglio (n=13). Con estos criterios, y teniendo
en cuenta que solo se consideraron genes con una intensidad 10 veces superior al background,
se intentd acotar el nimero de genes posiblemente relacionados con metastasis 6sea. En la
Tabla 26 se clasifican los genes detectados como diferencialmente expresados segin su

funcion.

» Genes asociados a metdstasis pulmonar:

Para determinar genes potencialmente asociados a metéstasis pulmonar se determind que
valores del log, ratio metéastasis/tumor eran superiores a 1 e inferiores a —1. Se obtuvieron 778

genes sobreexpresados y 1091 genes infraexpresados.

Dado el gran nimero de genes cuya expresion habia cambiado en la metastasis pulmonar
respecto al tumor, y puesto que no se disponia de replicas de la muestra, tan solo se utilizd
esta informacion para complementar la derivada de las otras metastasis y asi determinar genes

potencialmente asociados a la actividad metastatica de las lineas celulares.
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Tabla 26. Genes detectados como sobre e infraexpresados en la linea celular 435/Bcl-x; Clggner €n

relacion con el tumor 435/Bel-x1. Clrymort-

Genes diferencialmente expresados en 435/Bcl-xg, Clgone1

Genes sobreexpresados (ratio logy >1)

Genes infraexpresados (ratio log, <-1)

Receptores y proteinas de membrana

*H. sapiens creatine transporter
*Adrenergic, beta, receptor kinase 1
*Mitochondrial capsule selenoprotein
*Human triadin mRNA
*5-hydroxytryptamine 2B receptor
*Human retinal protein (HRG4) mRNA
*H. sapiens dynamin (DNM) mRNA
*Epidermal growth factor receptor
*Peroxisome proliferator activated receptor
*Chloride channel 4

*Monocarboxylate transporter (MCT?3)
*Delaved-rectifier K+ channel o subunit (KCNS1)
*Ankyrin G

*Cytoplasmic antiproteinase 2 (CAP2)
*H.sapiens mRNA for FAST kinase
*H. sapiens TWEAK mRNA

*H. sapiens Munc13 mRNA

*Prostate-specific membrane antigen
*Tetraspanin Tspan-5 (TSPAN-5) gene
*Probable G protein-coupled receptor LCR1 homolog

Apoptosis

*H. sapiens TEFAR19 mRNA
*CC3 (CC3) mRNA, complete cds

Sistema inmune

*Complement component C2

*Natural killer cells protein 4 precursor
*Macrophage stimulating 1 (hepatocyte GF-like)
*Class I histocompatibility antigen-like protein
*CX3C chemokine precursor

*mRNA for LECT2 precursor

Proteinas nucleares, factores de transcripcion y traduccion

*Human ets domain protein ERF mRNA

*Tax interaction protein 40 mRNA

*GATA-binding protein 3

*Ran binding protein 2 (RanBP2alpha)

*TTAGGG repeat binding factor 2 (hTRF2)
*Retinoic acid-inducible endogenous retroviral DNA

*COP9 homolog (HCOP9) mRNA
*TBP-associated factor 172 (TAF-172)
*Human mRNA for zinc finger 5 protein
*Eukaryotic initiation factor 4A1
*Translational initiation factor 2B (elF2-B)
*al-fetoprotein transcription factor (hFTF)

Enzimas y proteinas de la maquinaria bioquimica celular

*H sapiens mRNA for RIT protein

*Small proline-rich protein 1B (cornifin)
*Tyrosine hydroxylase

*Pancreatic polypeptide

*H. sapiens prostasin mRNA

*Superoxide dismutase 3, extracellular
*GRB-7 SH2 domain protein (esophagus carcinoma)
*Apolipoprotein C-IV

*Heat shock 70 KD protein 1

*Small proline rich protein (sprll), clone 1292
*Human PH-20 homolog (LUCA2) mRNA
*L-3-phosphoserine-phosphatase homologue
*Creatine kinase B

* ATP synthase v-subunit (H-tvpe)
*Qrnithine decarboxylase antizyme
*Dihydrodiol dehydrogenase

*Ser-thr protein kinase PK428 mRNA

*Putative tumor suppressor protein unspliced form (Fus2)

*NADH:ubiquinone oxidoreductase 15 kDa IP subunit

*GTP cyclohydrolase I feedback regulatory protein
*53K isoform of Type II (PIPK)

Matriz extracelular, citoesqueleto y moléculas de adhesion

*Colageno, tipo VI, alpha2

*H. sapiens, alpha-1 (VI) collagen
*Human p190-B (p190-B) mRNA

*Human tastin mRNA

*Vascular cell adhesion molecule 1

*H. sapiens HKL1 mRNA

*Spinocerebellar ataxia 2

*H. sapiens mRNA for HY A22

*BRCA2 region, mRNA sequence CG006

*H sapiens mRNA for ITBA1 protein

*H. sapiens EMX1 mRNA

*Excision repair cross-complementing rodent repair

*Actin depolymerizing factor
*Lamin A

Otros
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4.3.4 Comprobacion mediante PCR a tiempo real de los niveles de expresion de algunos

de los genes seleccionados mediante el analisis del array.

Mediante PCR a tiempo real se comprobd la expresion de 5 genes detectados como
diferencialmente expresados mediante el analisis del array.

En las 5 muestras estudiadas (435/Bcl-xp Cltumort, 435/Bcel-x1. Cliungt, 435/Bcl-xp Clponel,
435/Bcl-x;, Clnoder ¥ 435/Bel-xp, Clnode3), se valord la expresion de Integrina Pl,
Apolipoproteina D, Receptor LCR1 acoplado a proteina G (Probable G protein- coupled
receptor LCRI homolog), Heat shock 70 kDa proteina 1 y el Componente C2 del
complemento. La expresion de Ciclofilina, un gen considerado como housekeeping, se utilizo
como gen control para evaluar las variaciones en la expresion de los genes analizados.

Para la cuantificacion se considera el nimero de ciclo en que se inicia la amplificacién de
cada uno de los productos de PCR (crossing point). Este método se basa en la premisa de que
a mayor cantidad de cDNA inicial en una muestra, menor es el nimero de ciclos de PCR
necesarios para iniciar la amplificaciéon (Morrison et al., 1998), tal y como se representa en la

Figura 39.
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Figura 39. Ejemplos de los perfiles de amplificacion obtenidos, para cada una de las muestras por
duplicado, al utilizar las secuencias correspondientes a Integrina 1 y Ciclofilina. Las graficas muestran la
emision de fluorescencia, una vez sustraido el background, en funciéon del nimero de ciclos. El crossing
point de cada uno de los productos de PCR corresponde al nimero de ciclo en que se inicia la

amplificacion.
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La especificidad de los productos de PCR se valor6 monitorizando la adquisicion de la curva

de melting (Figura 40).
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Figura 40. En la figura se representa un ejemplo de las curvas de melting obtenidas para la Integrina

B1 y la Ciclofilina. La deteccion de un nico pico de amplificacion indica la presencia de un producto

de PCR mayoritario.

Para cada muestra se calculd una ratio entre el crossing point de cada uno de los genes
estudiados y la Ciclofilina. En la Tabla 28 se muestran las ratios obtenidas, resultado de

analizar por duplicado cada uno de los genes estudiados.
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Tabla 28. Ratios obtenidas para cada uno de los genes estudiados en relacion con los valores de ciclofilina.
Las ratios se indican para cada una de las muestras estudiadas y son el resultado de analizar cada uno de los

genes por duplicado.

Integrina/ Apolipoproteina D/ Proteina G/ Heat shock 70 kDa/ C2 complemento/

ciclofilina ciclofilina ciclofilina ciclofilina ciclofilina
435/Bel-x;, Clrymort 0,84 0,90 1,35 1,12 0,77
435/Bcl-x;, Clyyng1 0,66 0,98 1,73 1,45 0,88
435/Bcl-xy, Clgoner 0,64 0,95 1,89 1,38 0,93
435/Bel-x1, Clnoder 0,67 1,02 1,81 1,27 0,80
435/Bcl-x1, Clnodes 0,69 1,06 1,87 1,48 0,78

Los resultados del analisis de la expresion de integrina indican que el crossing point es
inferior en todas las metastasis (435/Bcl-xi. Cliungi=0,66; 435/Bcl-x1. Clpone1=0,64; 435/Bcl-
XL, Clnode1=0,67 y 435/Bcl-xp Clnode3=0,69) que en el tumor (435/Bcl-xp Clrymori), con un
valor de 0,84, por tanto el nivel de expresion de este gen es superior en las metéstasis en
comparacion con el tumor, aunque no hay diferencias entre ellas.

En el caso del receptor LCRI1 acoplado a proteina G, las ratios obtenidas en todas las
metastasis son superiores (435/Bcl-xp Clpungi=1,73; 435/Bcl-xi. Clpone1=1,89; 435/Bcl-xi.
Clnoder=1,81 y 435/Bcl-xp. Clyode3=1,87) al valor obtenido en el tumor (435/Bcl-xp
Clrumori=1,35). Estos resultados indicarian que este gen presenta un mayor nivel de expresion
en el tumor que en las metastasis analizadas, por tanto reproduciria la infraeexpresion
asociada a la metastasis que se habia observado en el array.

El analisis de los niveles de apolipoproteina D y componente C2 del complemento muestra
que en términos generales no existen diferencias en los valores de las ratios obtenidas para las
diferentes muestras analizadas, no pudiendo validar el resultado del array.

En el caso de la heat shock 70 kDa proteina 1 la ratio obtenida para el tumor es de 1,12, y en
el caso de la metastasis pulmonar estudiada (4435/Bcl-x; Cliungi) ¥ una de las metastasis
ganglionares estudiadas (435/Bcl-xp. Clnoge3) las ratios son superiores, siendo de 1,45 y 1,48
respectivamente, lo cual indicaria que el nivel de expresion de este gen es superior en el tumor

que en las mencionadas metéstasis, contrariamente a lo esperado.
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La apoptosis es un mecanismo fisiologico de muerte celular altamente conservado, y regulado
por una compleja red de moléculas tanto inductoras como inhibidoras, que mantienen un
delicado equilibrio entre ellas permitiendo conservar la homeostasis de los tejidos. La
desregulacion de la apoptosis esta implicada en numerosas patologias, entre ellas el cancer

(Reed, 1999 a).

La glandula mamaria es uno de los organos cuyo desarrollo estd gobernado por cambios
dindmicos en los perfiles de expresion de miembros de la familia de Bcl-2 que regulan la
apoptosis. La influencia que las hormonas tienen en el proceso de apoptosis de las células del
epitelio mamario y la desregulacion de moléculas que controlan el ciclo de muerte celular,
han sido ampliamente estudiados como elementos determinantes en el proceso de progresion

tumoral del cancer de mama (Kumar et al., 2000).

Alteraciones en la regulacion de la apoptosis pueden contribuir a la carcinogénesis al alargar
el periodo de supervivencia celular, ya que favorecerian la expansion de células neoplésicas
por un mecanismo independiente al de la division celular (Altieri, 2001). Ademas, la
desregulaciéon de la muerte celular programada actuaria sobre el proceso de progresion
tumoral creando un ambiente permisivo para la inestabilidad genética y la acumulacion de
mutaciones. Estas disfunciones pueden favorecer el crecimiento celular independiente de
factores de crecimiento u hormonas, la supervivencia independiente del anclaje, reducir la
dependencia de nutrientes y oxigeno, o conferir resistencia a farmacos y a radiacion ionizante,

entre otras ventajas (Reed, 1999 b).

La deteccion de multiples alteraciones genéticas en las células tumorales, ya sea por fallos en
el proceso de sintesis del DNA, o bien por fallos en los sistemas de reparacion del material
genético, hizo que se propusiera la existencia de un mecanismo subyacente de inestabilidad
genética (Cahill et al., 1999). La heterogeneidad celular resultante es lo que permitiria que el
proceso de progresion tumoral avance, mediante la seleccion de aquellas subpoblaciones
celulares mejor adaptadas al entorno tumoral en que se encuentran (Sirivatanauksorn et al.,
1999; Breivik, 2001).

En condiciones normales, las multiples alteraciones genéticas presentes en las células
tumorales, muchas de ellas afectando a genes criticos para la viabilidad celular, inducirian la

muerte de la célula por apoptosis. Por lo tanto, la existencia de fallos en las vias que inducen
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muerte celular puede ser uno de los mecanismos que contribuya a la inestabilidad genética
propia de las células tumorales (Loeb y Loeb, 2000), permitiendo la supervivencia de células
con alteraciones genéticas que podrian conferirles una ventaja selectiva, y asi favorecer el

proceso de progresion tumoral.

Como resultado del acimulo de alteraciones genéticas que caracteriza el proceso de
progresion tumoral, las células cancerosas sufren cambios a nivel de expresion génica en

genes esenciales para mantener el funcionamiento normal de la célula (Zhang, 1999).

Teniendo en cuenta lo expuesto, en esta tesis nos planteamos la hipotesis de que la
inestabilidad genética junto con la pérdida de apoptosis tienen un papel en el proceso de
progresion tumoral del cancer de mama. Con este motivo se estudié por un lado la existencia
de un tipo concreto de inestabilidad, como es la inestabilidad de microsatélites, y por otro, se
analizo el efecto que la sobreexpresion de moléculas antiapoptoéticas tenia sobre el acimulo de
alteraciones genéticas en la progresion metastatica de las células. Finalmente se decidid
estudiar mediante la técnica de microarrays los posibles cambios de expresion génica

responsables de la variabilidad metastatica del cancer de mama.
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5.1 Asociacion entre el szafus de apoptosis v 1a presencia de inestabilidad de

microsatélites en carcinomas ductales infiltrantes de mama.

Existen numerosas evidencias de que la capacidad de las células tumorales para resistir
sefales apoptdticas es un factor importante en la progresion de los tumores (Reed, 1999 b;
McCormick, 1999).

En estudios previos de nuestro grupo se observo que en carcinomas ductales de mama de
estadio Tj, en ausencia de mutaciones de p53, la pérdida de apoptosis se correlacionaba con la
presencia de metastasis en ganglios linfaticos (Sierra et al., 1996). La pérdida de apoptosis
observada, era debida mayoritariamente a la sobreexpresion de la proteina antiapoptotica
Bcl-2 (Sierra et al., 1998). En un 15% de tumores, negativos por IHQ tanto para Bcl-2 como
para Bax, la ausencia de apoptosis podria ser debida a alteraciones en la proteina
proapoptotica Bax, cuya expresion se ha visto reducida en aproximadamente un tercio de los
tumores de mama metastaticos, asociandose a un peor pronostico de las pacientes, mayor

supervivencia celular y malignizacion de los tumores (Krajewski et al., 1995).

La mutacion descrita en el gen bax (Rampino et al., 1997), afecta a una regiéon de 8 guaninas
consecutivas situadas en el tercer exon del gen e induce cambios en la pauta de lectura
(frameshift), generandose un codon sftop que conduce a la inactivacion de la proteina por
truncamiento de la misma. Esta alteracion, inicialmente evidenciada en tumores con
inestabilidad en las secuencias de microsatélites, pertenecientes al sindrome de Lynch, como
colon, estomago y endometrio (Yamamoto et al., 1997; Ouyang et al., 1998; Ottini et al.,
1998; Simms et al., 1998), asi como en lineas celulares derivadas de leucemias y linfomas
(Brimmell et al., 1998; Meijerink et al., 1998), nos hizo suponer que podria ser la responsable
de la pérdida de apoptosis detectada en los tumores en los que tanto Bcl-2 como Bax eran

negativos por IHQ.

5.1.1 Estudio de la existencia de mutaciones frameshifty del nivel de expresion de Bax.
Al estudiar si la pérdida de funcion de la proteina Bax podia ser debida a la existencia de
mutaciones frameshift, ninguna de las muestras analizadas presentd alteraciones en la
secuencia de 8 guaninas situada en el tercer exon del gen bax. Estos resultados estaban en

concordancia con lo descrito en diferentes trabajos en los que se analizaba la presencia de esta
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mutacion en cancer de mama (Walsh et al., 1998; Schmitt et al., 1999; Minobe et al., 1999).
Aunque hasta el momento no se han descrito mutaciones que afecten a esta region del gen bax
en tumores de mama, no se puede descartar su existencia en otras regiones del gen.

En nuestras muestras, al analizar los niveles de expresion de la proteina mediante western
blot, se observod que en algunos casos habia una disminucion de su expresion que podria ser
consecuencia de otro tipo de mutaciones.

Los resultados obtenidos sugieren que en cancer de mama, al igual que sucede en otros tipos
de tumores como pancreas, las mutaciones frameshift del gen bax no serian criticas en la

etiopatogenia y el proceso de progresion tumoral de esta enfermedad.

En base a estos resultados, podriamos decir que en el carcinoma ductal infiltrante de mama
seria Bel-2 y no Bax quien regula mayoritariamente la disminucion de apoptosis observada en
los tumores. En concordancia con esto, se ha descrito que la pérdida parcial de funcién de la
proteina Bax era inefectiva en la regulacion de la apoptosis en el epitelio mamario, siendo la
ganancia de funcion de Bcl-2 mas efectiva que la disminucion de Bax en reducir los niveles
de apoptosis en estas células (Schorr et al., 1999; Shilkaitis et al., 2000). Por otra parte, y
dado que se conoce que p53 es uno de los reguladores de la expresion de Bax (Simms et al.,
1998), la inactivacion de p53, algo que sucede frecuentemente en tumores de mama de alto

grado, podria ser la responsable de la disminucion de los niveles de la proteina Bax.

5.1.2 Analisis de la existencia de inestabilidad de microsatélites.

En cancer de mama, a diferencia de lo que sucede en otros tumores como colon, el porcentaje
global de tumores inestables es bajo, y varia considerablemente en funcion de las series
estudiadas entre 0% y 30% (Paulson et al., 1996; Walsh et al., 1998; Minobe et al., 1999;
Formantici et al., 1999). La variacion en la incidencia de esta alteracion depende del grupo de
tumores analizados, el tipo de marcador utilizado, asi como del criterio seguido para
determinar cuando una muestra es inestable. Todos estos factores, junto con el alto grado de
polimorfismo de las secuencias de microsatélites, hacen que en algunos tipos de tumores,
entre los que se encuentra el cancer de mama, la tasa de inestabilidad sea variable, y por lo

tanto resulta dificil establecer el efecto que tiene en esta patologia.
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Se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre la existencia de inestabilidad
de microsatélites y la pérdida de apoptosis en los tumores analizados. Como resultado de la
mayor supervivencia celular se podria ver favorecida esta alteracion.

Existen numerosas evidencias en la literatura de la relacion entre pérdida de apoptosis e
incremento de inestabilidad genética en las células tumorales (Wiese et al., 2002). La
sobreexpresion de Bcl-2, que se asocia a la pérdida de apoptosis en la serie de tumores
analizados, estd implicada en fallos de los sistemas de reparacion del material genético que
contribuirian a aumentar la tasa de mutagénesis (Liu et al., 1997). De forma mdas genérica,
Bcl-2 es capaz de conferir resistencia a diferentes agentes genotoxicos, como radiacion
ultravioleta, rayos y o estrés oxidativo, y por lo tanto favoreceria la supervivencia de células
con dafio genético, inducido por cualquiera de estos agentes, promoviendo la inestabilidad

genética (Saintigny et al., 2001).

En nuestro caso, utilizamos 5 marcadores de microsatélites cuya utilidad para este tipo de
analisis ya habia sido previamente descrita en tumores colorrectales (Gonzalez-Garcia et al.,
2000). De esta forma pretendiamos evitar posibles problemas derivados de la eleccion de los
marcadores, ya que caracteristicas como la longitud (mononucleétidos, dinucleétidos o
trinucle6tidos mayoritariamente), el tipo de bases que componen la repeticion, el nimero de
repeticiones, o la composicion de bases de la region flanqueante influyen en la tasa de
mutacion de los microsatélites (Sturzeneker et al., 2000).

So6lo se consideraron inestables aquellas muestras que presentaron alteraciones con un
minimo del 40% de los marcadores analizados, los mismos criterios que se utilizan para
valorar el cancer colorrectal, que es donde estd mejor establecida este tipo de alteracion
(Boland et al., 1998). Siguiendo estos criterios, detectamos inestabilidad en un 11,6% de los
carcinomas ductales infiltrantes analizados, una cifra similar a la descrita por otros autores

(Wooster et al., 1994; Dillon et al., 1997; Schmitt et al., 1999).

Dos formas de inestabilidad: mononucledtidos y dinucleodtidos.

La inestabilidad detectada en los tumores analizados afectaba solamente a las secuencias de
dinucledtidos. No se encontrd ninguna alteracion en las dos mononucleoétidos analizados, al

igual que tampoco se detectd ninguna alteracion en el mononucleotido (G)s del gen bax.
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En tumores gastricos también se ha detectado inestabilidad en dinucledtidos en ausencia de
inestabilidad en monucleodtidos (Ottini et al., 1998). Estos resultados sugeririan la posible

existencia de dos vias independientes para controlar la estabilidad de mono- y dinucleétidos.

En cancer colorrectal, por el contrario, se ha establecido la existencia de dos tipos de
inestabilidad de microsatélites, uno que afecta mayoritariamente a las secuencias
mononucleotidicas y que parece ser indicativa de una forma mas severa de inestabilidad
(high-frequency MI), y otro tipo que induciria inestabilidad tan sélo en secuencias de
dinucleotidos, considerada una forma mas moderada de inestabilidad (low-frequency MI)

(Boland et al., 1998; Perucho, 1999).

Con respecto a las caracteristicas clinico-patologicas de los tumores, en nuestra serie no se
observo correlacion entre la incidencia de inestabilidad de microsatélites y el tamafio del
tumor, la presencia de ganglios linfaticos afectados, el grado histologico, la edad o el status
hormonal de las pacientes. Sin embargo, algunos autores han descrito una asociacion entre la
existencia de inestabilidad de microsatélites en los tumores y la afectacion de ganglios
linfaticos (De Marchis et al., 1997; Contegiacomo et al., 1995). Estas discrepancias hacen que
se desconozca la relevancia que esta alteracion puede tener en el proceso de progresion del
cancer de mama. Algunos estudios proponen un papel predominante en etapas tempranas de
la progresion (Yee et al., 1994; Walsh et al., 1998), mientras que en otros casos se le atribuye
una mayor relevancia en etapas mas avanzadas de la carcinogenésis (Arzimanoglou et al.,

1998).

La inestabilidad de microsatélites tampoco se asociaba con el status de la proteina p53, estos
resultados coinciden con lo expuesto por Formantici en 1999, que tampoco encuentran ningin
tipo de asociacion entre la presencia de inestabilidad de microsatélites en tumores de mama y
alteraciones en el gen supresor de tumor p53. A diferencia de lo descrito en mama, en tumores
gastricos 'y colorrectales existe una asociacion inversa entre p53 y la existencia de
inestabilidad de microsatélites (Rampino et al., 1997). Los tumores MI" se caracterizan por la
ausencia, en la mayoria de casos de mutaciones en p53 (Simms et al., 1998). Estas diferencias
entre tumores de mama y colorrectales sugeririan la existencia de dos vias independientes de

progresion.
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5.2 Acumulo de alteraciones genéticas asociadas a la inhibicion de la apoptosis en

la progresion metastatica del cancer de mama.

Los resultados obtenidos en la primera parte del trabajo indicaban que existia una asociacion
entre la pérdida de apoptosis observada en los tumores y la existencia de un tipo concreto de
inestabilidad, como es la inestabilidad de microsatélites. Para corroborar si la pérdida de
apoptosis se podia asociar de forma genérica a la existencia de inestabilidad en el cancer de
mama, en la siguiente parte del trabajo se estudiaron las alteraciones que se establecian en un
modelo experimental con células provenientes de carcinoma de mama humana en las que la
apoptosis se inhibia mediante la sobreexpresion de las proteinas antiapoptdticas Bel-2 y
Bcl-xp, para analizar posteriormente el efecto que dichas alteraciones podian tener en el

proceso de progresion metastatica de los tumores.

Para evaluar la inestabilidad genética se analizo mediante AP-PCR el niimero de alteraciones
genéticas en las diferentes variantes celulares. Sin embargo, el simple hecho de que los
tumores presenten un nimero elevado de alteraciones genéticas (dafio gendémico), no quiere
decir que sean genéticamente inestables. La inestabilidad es por definicion una tasa, y por lo
tanto implica un aumento en la frecuencia de mutaciones, mientras que la existencia de
mutaciones es un estado, no necesariamente causado por la inestabilidad gendémica (Lengauer
et al., 1998). Por lo tanto, en realidad no se puede determinar el nivel de inestabilidad genética
de un tumor basandose unicamente en el nimero de alteraciones que éste tiene (Cahill et al.,
1999). Pese a esto, y dado que los tumores presentan un nimero de alteraciones muy superior
a lo explicable por la tasa de mutacion normal de la célula, se acepta que las alteraciones
genéticas detectadas son consecuencia de un mecanismo subyacente de inestabilidad genética.
Por lo tanto, la medida global del dafio gendémico se puede utilizar como una estima

representativa de la inestabilidad genética.

En este estudio se ha utilizado el GDF como medida del dafio gendmico, un indice obtenido
mediante los experimentos de AP-PCR y que permite valorar la fraccion de dafio gendémico en
las diferentes variantes celulares analizadas. La AP-PCR es una técnica que de forma
cuantitativa y reproducible permite detectar ganancias y pérdidas en la intensidad relativa de
las bandas de una variante celular, en relacion con una que se toma como referencia (Peinado

etal., 1992).
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La naturaleza arbitraria de la AP-PCR permite obtener un indice del dafio gendémico
ponderado, ya que los fragmentos amplificados estdn distribuidos a lo largo de todo el
genoma, de forma que los cromosomas mds grandes estan representados por un nimero de
bandas mayor que los cromosomas mas pequefios, esto hace de la AP-PCR una técnica
apropiada para obtener una estima global del dafio genémico, ya que variaciones entre las
muestras, representan variaciones en los niveles relativos del DNA patron. El fingerprint que
se obtiene como resultado de la amplificacion por AP-PCR se considera un cariotipo
molecular del tumor y se llama amplotipo, ya que representa tanto las ganancias como las

pérdidas alélicas (Arribas et al., 1999).

Los cambios mas frecuentemente observados son los cambios en la intensidad de las bandas,
que reflejan alteraciones en la composicion alélica. Una disminucién en la intensidad de una
banda reflejaria pérdidas alélicas, lo cual podria ser debido a una delecion heterocigotica o a
una translocacion en un alelo que implique parte de la banda. Un incremento en la intensidad
de una banda es consecuencia de una duplicacion o multiplicacion alélica. El limite inferior de
deteccion de amplificaciones por AP-PCR seria al nivel de trisomias o tetrasomias, aunque
muchas veces es dificil estimar el grado exacto de amplificacién de una banda (Perucho et al.,
1995).

La desaparicion de una banda probablemente indica una deleciéon en homocigosis, mientras
que una nueva banda podria ser resultado de una translocacion o una mutacién en el sitio de
union del primer. Las variaciones en el tamafio son indicativas de inserciones o deleciones en
el DNA. Segun el tamafio de la insercion o la delecion que afecta a la banda, habra o no,

amplificacion (Navarro y Jorcano, 1999).

En nuestro caso tan solo se han detectado cambios en la intensidad de las bandas analizadas,

ya sea en forma de ganancias o de pérdidas de intensidad.

5.2.1 Sobreexpresion de moléculas antiapoptdticas y aumento del dafio genémico.

Los resultados obtenidos ponen en evidencia que la sobreexpresion de genes antiapoptoticos
induce un mayor niimero de alteraciones genéticas, ya que las células transfectadas con Bcl-2
o Bcl-xp tienen un GDF mayor. En este sentido podriamos decir que la sobreexpresion de
estas proteinas que inhiben apoptosis contribuyen a la inestabilidad genética que caracteriza a

las células tumorales.
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Existen numerosos indicios de que alteraciones en las vias normales de induccion de
apoptosis generan inestabilidad genética en las células tumorales. Se ha demostrado que la
sobreexpresion de Bcl-2 en la linea celular pro-mielocitica HL-60 era capaz de atenuar no
solo el proceso de muerte celular, sino también uno de los mecanismos de reparacion del
DNA (Liu et al.,, 1997). En concreto, la sobreexpresion de esta molécula antiapoptotica
disminuia de forma significativa el mecanismo de reparacion por escision de nucledtidos en
células irradiadas con UV, contribuyendo a fijar el dafio no reparado y aumentar la tasa de
mutagénesis. También se ha descrito que tanto Bcl-2 como Bcel-x;, son capaces de inhibir la
via de recombinacion mediada por la proteina RADS1. La inhibiciéon de este mecanismo de
reparacion del DNA inducia un aumento de 2.5 veces sobre la tasa de mutagénesis normal
establecida por célula y por generacion (Saintigny et al., 2001). Por otro lado, la
recombinacion inducida por la rotura de doble cadena de DNA (DSB: DNA double-strand
breaks) es entre 3 y 4 veces superior en células que sobreexpresan la molécula antiapoptotica
Bcel-xp. Algunos de los efectos tanto de Bcl-2 como de Bcel-x;. sobre la reparacion del DNA
solo se han detectado en presencia de mutaciones de p53, este hecho sugiere la existencia de
mecanismos de cooperacion entre estas proteinas (Wiese et al., 2002). Puesto que las células
435 tienen p53 mutado, la atenuacion de la reparacion del DNA por la sobreexpresion de
Bcl-2 o Bcel-xg, podria ser un mecanismo plausible que explicaria el aumento de inestabilidad

que estas moléculas inducen.

Los resultados también indican que el comportamiento de los dos genes antiapoptoticos es
diferente, ya que la sobreexpresion de Bcl-2 era la que inducia un mayor niimero de
alteraciones, tanto a nivel de ganancias como de pérdidas alélicas, y el acumulo de
alteraciones genéticas que se establece en las variantes celulares 435/Bcl-2 es superior al de
las variantes 435/Bcl-x;.

Los niveles de expresion de Bel-2 y Bel-xp. no siempre van en paralelo. Un ejemplo de esto es
que en cancer de mama la sobreexpresion de Bcl-2 se asocia a tumores de bajo grado
histolégico, mientras que Bcl-x; se encuentra preferentemente en tumores de alto grado
histolégico (Sierra et al., 1998).

La sobreexpresion de Bcl-2 y Bcel-xp no solo es capaz de inducir un mayor nimero de
alteraciones genéticas en las células transfectadas, sino que el tipo de alteraciones en estas
lineas es diferente al de las células transfectadas con neo. Los resultados obtenidos al hacer el

analisis filogenético de las lineas transfectadas con respecto a la linea parental, a partir de la
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que originalmente se obtuvieron, indicaban que los transfectantes con genes antiapoptdticos
tenian un parentesco mds cercano, originado por una mayor similitud de las alteraciones
genéticas detectadas por AP-PCR, mientras que las alteraciones de la linea transfectada con
neo presentaban un mayor grado de divergencia, indicando que el tipo de alteraciones

detectadas era diferente.

5.2.2 Acimulo de alteraciones genéticas durante el proceso de progresion tumoral del

cancer de mama.

La inhibicion del proceso de muerte celular puede permitir que la existencia de mutaciones se
mantenga en las células afectadas y en toda su progenie, y de esta forma contribuir a la

progresion tumoral (Wiese et al., 2002).

El analisis del GDF en las variantes tumorales y metastaticas analizadas evidenciaba que los
sucesivos pases in vivo/in vitro seleccionaban células con madés alteraciones que los
transfectantes con los que se inducia el primer tumor. Este fendmeno era compartido por las
células que sobreexpresaban Bcl-2 y Bel-xp y las células control. Asi globalmente, tras el
primer implante ortotopico, las variantes tumorales tenian mas alteraciones que los
transfectantes a partir de los que se derivaron, y las de la tercera generacion tenian mas
alteraciones que las de la primera.

En todos los casos las metastasis tenian un GDF mayor que los tumores a través de los cuales
se habian generado. Esto nos hace concluir que, independientemente a la sobreexpresion de
genes antiapoptoticos, el proceso metastatico lleva asociado un aumento en el numero de

alteraciones genéticas.

Cabe resaltar que el reagrupamiento mediante clusters de los resultados obtenidos al analizar
las bandas de AP-PCR mostraba la presencia de al menos 3 zonas donde las alteraciones
tenian una distribucién comun para las variantes tumorales y metastaticas de los transfectantes
435/Bcl-2 y 435/Bcl-x;, diferentes a las variantes tumorales y metastaticas obtenidas con el
control, predominando de forma alternativa las ganancias o las pérdidas de intensidad.

Como conclusion podriamos decir que a consecuencia de los distintos pases in vivo/in vitro, si
bien se consigue una variabilidad genética, con aumento del dafio genético en las células que
sobrexpresan genes antiapoptdticos y en las células control, estas alteraciones estdn

localizadas en distintas zonas cuando se comparan entre si.
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Existen otras evidencias que asocian el acimulo de alteraciones con el desarrollo y la
progresion del cancer de mama. Se ha descrito que la frecuencia de pérdidas de heterocigosis
(LOH) era superior en las metastasis que en los correspondientes tumores primarios (Hampl
et al., 1999). Estos resultados sugieren que el aumento de inestabilidad genética detectado en
las metéstasis favorecia la progresion tumoral. También la frecuencia de alteraciones que
muestra el analisis de LOH en los cromosomas 3p, 13q, 16q y 17, asi como la amplificacion
del oncogen erbB2, era superior en los tumores de mama con afectacion ganglionar que en los
no metastaticos (Sato et al., 1991). Por otro lado, el analisis mediante hibridacion gendémica
comparada (CGH) de tumores primarios de mama y sus correspondientes metastasis muestra
que el nimero de alteraciones detectadas exclusivamente en metdstasis era superior al
detectado en los tumores (Nishizaki et al., 1997). Todos estos trabajos indican que, en cancer
de mama el acimulo de alteraciones genéticas va en paralelo con el incremento de

malignidad.

Un tipo concreto de inestabilidad, como es la inestabilidad cromosdémica mediada por roturas
de doble cadena (DSB) contribuye de forma determinante a la progresion del cancer de
mama (Shen et al., 2000). Estos autores han descrito que la proporcion de loci con LOH
aumentaba a medida que progresaba el tumor, y de forma secuencial se detectaban
alteraciones en /loci implicados en mantener la estabilidad del genoma, lo cual podria
favorecer el acimulo de otras alteraciones y la progresion hacia un fenotipo de mayor
malignidad. Por otro lado, trabajos recientes han mostrado la implicacion de la sobreexpresion
de la molécula antiapoptotica Bel-xp, en la conversion génica inducida por DSB, relacionando

asi la pérdida de apoptosis con el incremento de inestabilidad (Wiese et al., 2002).

La inestabilidad genética caracteristica de las células tumorales puede ser debida a diferentes
factores. En tumores primarios de mama, al igual que en otros tipos de tumores, se ha
demostrando que la perdida de funcion de p53, contribuye a incrementar la inestabilidad
genética y el acumulo de diferentes alteraciones (Eyfjord et al., 1995). En células de cancer de
mama fallos en los mecanismos de replicacion del DNA (Sekowski et al., 1998), y defectos
tanto estructurales como funcionales en el centrosoma pueden contribuir a segregaciones
cromosOmicas andomalas y a aneuploidia induciendo inestabilidad (Lingle et al., 1998).

También, la pérdida de adhesion de las células tumorales podria incidir sobre la inestabilidad
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genética, como consecuencia de la disminucidn de algunos de los chekpoints del ciclo celular,

encargados de detectar dafio en el DNA (Tlsty, 1998).

La asociacion entre acimulo de alteraciones genéticas y progresion tumoral no se limita sélo
a los tumores de mama. Estudios en melanoma mediante CGH, comparando el nimero de
desequilibrios genéticos entre tumores primarios y metéastasis, mostraban que el numero
medio de cambios genéticos era de 6,3 en los tumores primarios y de 7,8 en las metastasis,
asociandose el acimulo de multiples alteraciones genéticas a una mayor agresividad (Balazs
et al., 2001). De la misma forma, en la progresion del carcinoma bronquial el nimero de
alteraciones cromosomicas también aumenta significativamente desde las lesiones
premalignas hasta las de grado més avanzado, evidenciando asi el acimulo de dafio gendémico

(Thiberville et al., 1995).

El hecho de que en diferentes tipos de tumores el acumulo de alteraciones genéticas se asocie
con el proceso de progresion tumoral refuerza la teoria propuesta inicialmente por Foulds, de
que el cancer es un proceso multistep caracterizado por la acumulacion sucesiva de

alteraciones que favorecen el crecimiento y la progresion (Yokota, 2000).

Finalmente, nuestros resultados indican que no hay diferencias en cuanto a ganancias (GF) y
pérdidas (LF) de material genético, ya que en términos generales, el dafio gendmico se da en
ambos sentidos. Esta misma tendencia se ha descrito en tumores de prostata, donde el
incremento de inestabilidad genética que se asocia a la progresion tumoral implica tanto
ganancias como pérdidas (Alers et al., 2000), a diferencia de los sarcomas en los que

predominan las ganancias de material genético sobre las pérdidas (Popov et al., 2001).

5.2.3 Relacion entre inestabilidad genética y capacidad tumorigénica y metastatica.

La tumorigénesis de las células, al igual que la inestabilidad genética, aumenta con los
sucesivos pases in vivo/in vitro. Se acorta el periodo de aparicion del tumor tras el implante
ortotopico de las células en el segundo y tercer implante respecto al primero, aumentando
finalmente el volumen de los tumores. Podriamos decir que la inestabilidad genética se
correlaciona con una mayor capacidad tumorigénica, en las células que expresan proteinas

antiapoptoticas y en el control.
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Las diferencias que existen entre las células que sobreexpresan Bcel-2 y Bel-xp y las células
control en cuanto a tumorigénesis se evidencia ya en el primer implante. De forma que la
inhibicion de la apoptosis seria importante para el desarrollo inicial del tumor y los sucesivos
pases seleccionarian células que ya han adquirido mayor capacidad proliferativa o mejor
adaptadas al crecimiento ortotopico.

Curiosamente, la actividad metastatica de los tumores solo se incrementa en aquellos que
sobreexpresan Bcl-2 o Bcl-x;, haciéndose evidente en el primer implante y aumentando
progresivamente en los sucesivos pases in vivo/in vitro. La capacidad metastatica de los
tumores control no varia significativamente en las distintas generaciones.

Esto indicaria que solo una parte de las alteraciones detectadas por AP-PCR implican
realmente una ventaja selectiva para la célula tumoral e intervienen en el fenotipo metastatico,
no siendo el nimero de alteraciones proporcional al efecto biologico que puede producirse
sobre la metastasis, ya que las variantes tumorales con mayor incidencia de tumores y

metastasis no son las que presentan un mayor nimero de alteraciones

En este sentido, tampoco la inestabilidad de microsatélites que detectamos en el grupo de
carcinomas ductales infiltrantes se asociaba con la presencia de metastasis ganglionares en las
pacientes; ni con otros parametros clinico-patologicos clésicos de progresion, como son, el

grado histologico de los tumores o la edad de las pacientes.

Existen otros estudios en los que la inestabilidad genética no se correlaciona con un
incremento del potencial metastatico. En un modelo de melanoma murino se describié que
una linea altamente metastatica, capaz de inducir 10 veces mas metéstasis pulmonares y otra
pobremente metastatica, tenian el mismo grado de inestabilidad cromosémica. En ese mismo
trabajo los autores describieron lineas con una marcada diferencia de inestabilidad

cromosdmica, pero con el mismo potencial metastatico (Kendal et al., 1987).

Esta falta de correlacion también podria ser debida a la existencia de alteraciones a nivel de
expresion génica o bien alteraciones de tipo epigenético no detectadas con la técnica utilizada.
En este sentido los resultados de Phillips y colaboradores demuestran que al intentar
correlacionar los cambios de expresion detectados por microarrays con la presencia de
desequilibrios cromosomicos, sélo un 50% de los genes desregulados mapaban en regiones

cromosdmicas afectadas (Phillips et al., 2001).
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De todas las alteraciones presentes en un tumor algunas son aleatorias (random), mientras que
otras son no aleatorias (non-random), y son las que realmente determinan el proceso de

progresion tumoral (Hashimoto et al., 2001).

Puesto que el analisis mediante clusters mostraba la presencia de al menos 3 zonas donde el
tipo de alteraciones presentes en las lineas transfectadas con los genes antiapoptoticos y con el
gen control eran divergentes, predominando de forma alternativa las ganancias o las pérdidas
de intensidad, se podria especular que la sobreexpresion de genes antiapoptdticos es capaz de
conferir de entrada alguna ventaja selectiva, favoreciendo el crecimiento y posterior
expansion clonal, mientras que en el caso de los transfectantes con neo las alteraciones

detectadas serian aleatorias y con una menor repercusion biologica.

El analisis filogenético de variantes tumorales y metastaticas derivadas de la linea 435/Bcl-xp.
Cl1, mostraba que los tumores aparecian en una rama independiente a la de las metéstasis.
Estos resultados indican que el tipo de alteraciones detectadas en los tumores difiere del
detectado en las metastasis, sugiriendo que el fenotipo metastatico se asocia a la adquisicion
de determinadas alteraciones genéticas. De hecho, en cancer de mama se han detectado
alteraciones genéticas especificas de metéstasis, como la pérdida de heterocigosis en el
cromosoma 16q, indicando la posible existencia de algun gen supresor en ese locus
(Lindblom et al., 1993). De la misma manera, la familia de genes nm23 esta implicada
directamente en suprimir la actividad metastatica de las células tumorales. La pérdida de
expresion de Nm23 se asocia con una mayor agresividad de los tumores de mama, ya que se
correlaciona con menor supervivencia y presencia de metastasis ganglionares (Hartsough et
al., 2001). También en tumores de prostata se ha detectado una correlacion entre la presencia

de determinadas alteraciones genéticas y el fenotipo metastatico (Alers et al., 2000).

La inestabilidad es, como ya se ha dicho fuente de heterogeneidad, una caracteristica de los
tumores que permite la seleccion y posterior crecimiento de aquellos linajes celulares mejor
adaptados al entorno tumoral en que se encuentran (Nowell, 1986). La divergencia encontrada
entre los transfectantes y el tumor, y posteriormente entre los tumores y las metastasis
indicarian que la seleccion clonal se da a lo largo de todo el proceso metastatico, y que tanto,
a nivel tumoral como en la propia metastasis, la heterogeneidad existente se traduce en la

seleccion de aquellos clones mejor adaptados. Estos resultados también muestran que en el
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proceso de progresion metastatica hay un incremento de inestabilidad genética sesgada,

probablemente por ese proceso de seleccion que culminard en el fenotipo metastatico.

En este contexto, la sobreexpresion de genes antiapoptéticos podria actuar a través del
aumento de la supervivencia celular como desencadenante de una mayor inestabilidad, o
incidir en una mejor adaptacion al microentorno, en los dos casos con resultado final de

aumentar la habilidad metastatica de las células.

5.2.4 Variabilidad genética y localizacion de las metastasis.

La variabilidad intratumoral y los diferentes perfiles moleculares que caracterizan al cancer de
mama podrian ser resultado de la heterogeneidad genética producida por la inestabilidad
genética, propia de las células tumorales (Sirivatanauksorn et al., 1999). Esta heterogeneidad
clonal es la que detectamos al analizar el dafio genémico (GDF) en las diferentes variantes
celulares, tanto tumorales como metastaticas, en relacion con la linea parental, poniendo de
manifiesto la gran variabilidad genética existente. En un momento dado, estas variantes
celulares pueden desarrollar una ventaja proliferativa favoreciéndose la expansion de un clon
genéticamente mejor adaptado (Heppner y Miller, 1998). Esta ventaja de crecimiento se
puede dar en las etapas tempranas, por lo que el incremento de alteraciones genéticas que
detectamos a medida que avanza el proceso de seleccién, tanto en tumores como en
metastasis, podria ser resultado de una expansion clonal en etapas iniciales y, como resultado

final de esta seleccion puede desarrollarse el fenotipo metastatico de los tumores.

Los tumores so6lidos inducen la aparicion de metastasis en organos distantes de forma
selectiva (Morikawa et al., 1988). La organoespecificidad del proceso metastatico podria estar
determinado por las caracteristicas oncogénicas de las células y las interacciones que se

establecen entre las células tumorales y el microentorno del 6rgano diana (Ree et al., 1999).

Pulmén, hueso y ganglios linfaticos, son algunos de los 6rganos en los que preferentemente
metastatiza el cancer de mama. En las células metastaticas de distinto 6érgano de procedencia,
el analisis del dafio gendmico indicaba que, de forma reiterada a lo largo del proceso de
seleccion, la relacion entre las alteraciones genéticas del tumor y las metastasis cambiaba, en

funcién del organo en el que se habian desarrollado las metéstasis. Asi, las metastasis
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pulmonares presentaban un mayor numero de alteraciones genéticas respecto al tumor de
origen, mientras que las ganglionares eran las que divergian menos. En el caso en que se

obtuvo metéstasis Osea, el dafio gendmico era intermedio al detectado en pulmén y ganglio.

El analisis filogenético de todas estas metastasis mostraba un mayor grado de parentesco entre
la metastasis pulmonar y ganglionar, que con la metastasis 6sea, con la que compartian menos
alteraciones. La mayor similitud desde el punto de vista filogenético indica que el tipo de
alteraciones son mas parecidas entre si, y por lo tanto que algunos de los cambios genéticos

que facilitan la metéstasis pulmonar y ganglionar son comunes.

Las diferentes alteraciones genéticas que muestran las variantes metastaticas respecto al
tumor, podria ser debido a la particular presion selectiva ejercida por el microentorno en cada
uno de los organos diana. De hecho, la colonizacion metastatica en el 6rgano diana esta
influenciada por la comunicacion entre las células tumorales circulantes y factores del propio
organo. Un ejemplo de esto son las quimioquinas, factores de crecimiento (growth factor-like
molecules) que se unen a receptores acoplados a proteina G, utilizadas por los leucocitos para
alcanzar o6rganos especificos (Liotta y Kohn, 2001). Recientemente, se ha demostrado como
células de cancer de mama podrian emplear estas moléculas para metastatizar de forma
especifica en 6rganos distantes (Muller et al, 2001).

El microentorno tumoral se caracteriza por ser una zona hipoxica, con pH acido, y bajos
niveles de glucosa y de otros nutrientes. Estas y otras condiciones metabdlicas podrian
favorecer la inestabilidad genética, aumentando la tasa de dafio en el DNA (Reynols et al.,
1996). Todas estas coincidencias ambientales ejercerian una presion selectiva sobre las
células tumorales, de modo que sdlo crecerian aquellas variantes celulares con un
determinado background genético que pudiera adaptarse mejor al microentorno (Rubin,

2001).

5.3 Expresion génica diferencial entre variantes metastaticas con distinta

localizacion.

Los resultados obtenidos tras analizar el dafio genémico mediante AP-PCR, mostraban una

variabilidad genética de las metéstasis relacionada con el 6érgano de procedencia, tanto por el
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numero de alteraciones detectadas como por la naturaleza de las mismas. Los analisis
filogenéticos mostraban ademas que el tipo de alteraciones detectadas en tumores y metastasis
parecia ser diferente. Por esos motivos, decidimos estudiar que cambios en la expresion
génica eran relevantes para determinar la organoespecificidad de las metastasis.

Para ello, analizamos mediante arrays la expresion diferencial que presentaban las variantes
metastaticas de pulmon, hueso y ganglio respecto a las células del tumor, y entre si.
Seleccionamos las células del tumor 435/Bcl-x;. C1 y sus variantes metastaticas para este

estudio, porque representaban la mayor diversidad metastatica con la que contdbamos.

Estos analisis se hicieron mediante microarrays, una técnica que permite realizar estudios de
expresion diferencial a gran escala, analizando simultdneamente la expresion de miles de
genes. En nuestro caso se valor6 la expresion de cerca de 4000 genes humanos conocidos.

Esta tecnologia esta todavia en desarrollo, por lo que quedan muchos aspectos por mejorar y
consensuar entre los diferentes laboratorios. Algunas de estas cuestiones son de caracter
técnico y otras hacen referencia a la infraestructura bioinformatica necesaria para analizar de
forma apropiada la informacion generada ya que, en gran medida, el resultado final depende
del tratamiento estadistico de los datos. El hecho de que se trate de una técnica todavia muy
novel hace que no estén bien definidas las estrategias a seguir, y los criterios y el método de

analisis utilizados varian en funcion de los trabajos.

(Cual es el criterio para considerar que un gen esta diferencialmente expresado?, en algunos
casos el criterio seguido es muy estricto, seleccionando de entrada genes con una ratio de 10,
y en funcion de los resultados obtenidos van disminuyendo la magnitud de la ratio (Nacht et
al., 1999; Trenkle et al., 1998). En otros trabajos los autores trabajaban directamente con
ratios de 1.5 (Walker y Rigley, 2000). Nosotros establecimos como criterio para considerar
que un gen estaba sobreexpresado una ratio igual o superior a 2 (log;>1), y para seleccionar
genes infraexpresados una ratio igual o inferior a -2 (logx<-1) (Dopazo et al., 2001). De todas
formas, no existe un criterio claro sobre cual debe ser la ratio que delimita la existencia de
genes diferencialmente expresados, ya que la fiabilidad de las ratios escogidas depende de los
valores absolutos de intensidad, y también puede variar entre spots debido a la diferente
eficacia de hibridacion a lo largo del array (Brazma y Vilo, 2000).

Una vez establecidos los criterios para determinar que genes habian modificado su expresion,

decidimos eliminar los puntos que por su baja intensidad podian ser mas susceptibles de error,
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seleccionando solo aquellos cuya intensidad, al restar de cada una de las metastasis el valor

del tumor, fuera 10 veces superior al background de la membrana (Walker y Rigley, 2000).

En nuestro caso, la utilizacion de este tipo de tecnologia nos ha permitido seleccionar un
grupo de genes potencialmente asociados a actividad metastatica y organoespecificidad de las
metastasis. Siendo necesario utilizar una técnica alternativa para confirmar los resultados
obtenidos, disponer de varias réplicas del experimento para eliminar falsos positivos y

negativos, asi como validar los resultados en muestras humanas.

5.3.1 Identificacion de genes asociados a la actividad metastatica de las células.

Los genes asociados a actividad metastatica serian aquellos que aparecian diferencialmente
expresados, respecto al tumor de origen, en las cuatro variantes metastaticas analizadas.
Interpretariamos esta variabilidad como cambios que por su persistencia, serian importantes

en la adquisicion del fenotipo metastatico.

Entre estos genes, hay que diferenciar los que encontramos sobreexpresados como es el caso

del coldgeno tipo VI a2. Este gen, localizado en el cromosoma 21q22.3, codifica una de las

tres cadenas de coldgeno tipo VI, que forman los filamentos de coldgeno en el tejido
conjuntivo. Se encuentra principalmente en tejido muscular, cartilago, trabéculas oseas, piel y
cerebro. El producto de este gen contiene diferentes dominios de unién a proteinas de la
matriz extracelular, por lo que esta implicado en la organizacién de los componentes de la
matriz (http://genome-www.stanford.edu).

El colageno tipo VI a2 se ha relacionado con el proceso de progresion tumoral, aunque segun
el tipo de tumor su nivel de expresion varia. Mientras que las células de melanoma lo
sobreexpresan (Daniels et al., 1996; Van Duinen et al., 1994), en fibrosarcomas no se detecta
expresion (Trueb y Odermatt, 2000). En el caso del cancer de mama, se ha descrito que la
expresion de esta molécula estaba incrementada en el estroma de carcinomas de mama
masculinos (Magro, et al., 1994). Queda por determinar el papel que esta molécula tiene en la
progresion metastatica del cancer de mama. Como integrante de la matriz extracelular, se le
ha supuesto una accién en el mantenimiento de la estructura del tejido conectivo, en este
sentido seria interesante analizar su funcion en los procesos de migracion, anclaje y

adaptacion de las células tumorales a otros tejidos.
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Trabajos recientes de andlisis de expresion diferencial mediante arrays han descrito la
presencia de este gen en los patrones de expresion de células de epitelio mamario sometidas
in vitro a distintos tratamientos (Perou et al., 1999), y entre los genes analizados en un array
con el que definian patrones de expresion de una coleccion de 60 lineas celulares humanas

(Ross et al., 2000).

La otra molécula que encontramos consistentemente sobreexpresada en todas las metastasis es
el gen MCT3. Este gen, localizado en el cromosoma 22q12.3-q13.2 pertenece a una familia de
transportadores de monocarboxilato (proton-coupled monocarboxilate transporter) que se
expresan en hueso, membrana sinovial, placenta y colon. También se ha descrito expresion en
el epitelio pigmentado de la retina (Yoon et al., 1999). La proteina se integra en la membrana
plasmatica y cataliza el transporte rapido a través de la misma de monocarboxilatos como
lactato, piruvato, acidos derivados de leucina, valina e isoleucina, y cuerpos cetonicos
(http://genome-www.stanford.edu). Los monocarboxilatos juegan un papel central en el
metabolismo celular y la comunicacién metabodlica entre tejidos (Halestrap y Price, 1999).

Su expresion diferencial se ha evidenciado utilizando la técnica de microarrays para catalogar
distintos carcinomas (Su et al., 2001) y tejidos normales (Su et al., 2002), aunque de momento
se desconoce el papel que esta proteina podria tener en cancer, y mds especificamente en la

actividad metastatica de las células de cancer de mama.

Algunos de los genes detectados como infraexpresados estan implicados en el control de la
transcripcion, es el caso del factor 172 asociado a TBP (TAF-172), la zinc finger 5 protein

(ZF5) y el factor de transcripcion para la ol1-fetoproteina.

El factor TBP es un componente del complejo proteico que coordina las actividades de
transcripcion iniciadas por la RNA polimerasa II. El gen localizado en el cromosoma 6927,
codifica una proteina de unidn a la caja TATA, y forma complejos proteicos con los factores
asociados a TBP (TAFs), es por lo tanto un componente central de la maquinaria de
transcripcion eucarita (Van Der Knaap et al., 2000). El factor TAF-172 mediante la energia de
la hidrdlisis del ATP induce la liberacion del factor TBP del DNA (Chicca et al., 1998). La
especificidad de la transcripcion es debida en parte a los diferentes factores TAF, asi TAF-172

no solo activa la transcripcion a través de polimerasa III, sino que también inhibe la union de
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TBP a la caja TATA, reprimiendo la transcripcion inducida por la polimerasa II (Taggart et
al., 1992).

Es de suponer que alteraciones en la expresion de esta proteina tenga repercusiones en el
control transcripcional de gran cantidad de genes. En Saccharomyces cerevisiae el homoélogo
de TAF-172, Mot-1, activa y reprime la transcripcion por un mecanismo ATPasa-dependiente
afectando a un 3% de genes en células in vitro, la mayoria de ellos infraexpresados. De estos,
el 77% estan relacionados con los mecanismos de respuesta al estrés y esporulacion
(Dasgupta et al., 2002). La infraexpresion de TAF-172 en células metastaticas podria implicar
una activacion transcripcional de diversos genes.

TAF-172 se ha encontrado infraexpresado en los patrones de expresion obtenidos mediante
arrays para catalogar células epiteliales y carcinomas de mama (Perou et al., 1999), ademas se
ha descrito que algunos de los genes de las proteinas TAF mapan frecuentemente en regiones

cromosdmicas alteradas en neoplasias humanas (Van Der Knaap et al., 2000).

El otro factor de transcripcion que aparece infraexpresado en todas las metastasis es la zinc
finger 5 protein (ZF5). Este gen localizado en el cromosoma 18pter-p11.2, codifica un factor
de transcripcion altamente conservado que contiene 5 dedos de Zn en su extremo N-terminal
(Cathomen et al., 2001), expresado en tejido conectivo, coclea, hueso, utero y endometrio.
myc (Yanagidani et al., 2000), posteriormente se ha visto que también estd implicado en la
represion del promotor HSV timidina quinasa, y la activacion del virus HIV (Numoto et al.,
1999).

La expresion diferencial de este gen se ha observado en microarrays de DNA en los que se
analizaban cambios de expresion de macréfagos humanos en respuesta a diferentes bacterias
(Richmond et al., 2002). La identificacion mediante arrays de genes asociados a linfomas de
células B ha dado como resultado las variaciones en este gen cuya infraexpresion se detecta
principalmente en células B de sangre periférica activadas (Alizadeh et al., 2000).

Aunque proteinas de dedos de zinc se han descrito diferentemente expresadas en carcinomas
incluido el de mama, ésta en concreto no la hemos encontrado referenciada en las bases de
datos. Dado que actia como un represor del oncogen c-myc, que se encuentra amplificado o
sobrexpresado en mas del 50% de los carcinomas de mama, y que nuestras células son
portadoras de dicha amplificacion, un analisis mas profundo puede ser de gran interés para

establecer la causa-efecto de esta asociacion.
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También detectamos como infraexpresado el factor de transcripcién de la o l-fetoproteina,

localizado en el cromosoma 1q32.1 (Galarneau et al., 1998), el cual esta implicado en la
regulacion de genes de la ruta de biosintesis de acidos biliares (Del Castillo y Gil, 2000). La
proteina se localiza en el hipotdlamo, higado, bazo, musculo esquelético, pancreas y glandulas
adrenales. Su funcion molecular estd ligada a la transcripcion con actividad especifica en
higado, pancreas y desarrollo embrionario (http://genome-www.stanford.edu).

Se encuentra infraexpresado en las células de cancer de mama de origen humano HBA y en
algunas células epiteliales y de cancer de mama de pacientes analizadas mediante microarrays
(Perou et al., 1999). No obstante, desconocemos la funcion que puede tener en la progresion

de la enfermedad.

La pérdida de expresion de estos factores de transcripcion afectard a todos aquellos genes que
estén bajo su control de trancripcion, y esto podria tener relevancia dentro del proceso
tumoral. Particularmente la infraexpresion de factores inhibidores de la transcripcion podria
ser un mecanismo a través del cual multitud de genes se activen, pudiendo estar implicados en

el remodelamiento de la cromatina previo al inicio de la transcripcion (Fry y Peterson, 2002).

Otro de los genes que detectamos como infraexpresado en las variantes metastaticas, y que
posteriormente se confirm6 mediante PCR cuantitativa, fue el receptor LCR1 acoplado a

proteina G (G protein-coupled receptor LCRI homolog), también conocido como CXCR4.

Este gen localizado en el cromosoma 2q21, se expresa en linfocitos T, leucocitos de sangre
periférica, bazo, timo, placenta, higado, corazéon o cerebro (Wong et al.,, 1996).
Bioquimicamente, la proteina funciona como un receptor para el acido lisofosfatidico que
interviene en la sefalizacion intercelular, activando fosfolipasa C, actua sobre la
reorganizacion de la actina del citoesqueleto, estimula la proliferacion celular e inhibe las
uniones intercelulares GAP (Fukushima y Chun, 2001).

El receptor de quimioquinas CXCR4 tras union de su ligando induce un aumento de los
niveles intracelulares de calcio. Promueve la hematopoyesis, la vascularizacion y la
diferenciacion neuronal. En humanos se ha visto la expresion embrionaria de este receptor en
corazon y en vasos sanguineos en desarrollo, sugiriéndo que este sistema de sefalizacion
podria participar en la migracion de precursores endoteliales durante la angiogénesis
embrionaria, y en la migracion y proliferacion de células endoteliales durante Ia

neoangiogenésis en adultos (Devic et al., 1999).
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Miiller (2001) subray¢ la importancia de las quimioquinas en la localizacion organoespecifica
de la metéstasis del cancer de mama. En comparacion a las células del epitelio normal, las
células cancerosas tenian una dotaciéon del receptor CXCR4 superior, y la quimioquina
CXCL12 que lo reconoce se libera en grandes cantidades s6lo en médula 6sea, higado y
pulmon, lo que condicionaria la distribucion final en los diferentes 6rganos. La quimioquinas
se unen de forma especifica al receptor, y esta union desplaza a la proteina G del receptor al
espacio intracelular, inicidndose la cascada de sefializacion que causa la adhesion especifica
de las células (Murphy, 2001). De forma que una combinacién de quimioquina, receptor de
quimioquina y moléculas de adhesion formarian un cédigo temporo-espacial que determina la
migracion y el destino celular.

Los experimentos de microarrays que detectan variaciones en la expresion de este gen, lo
encuentran infraexpresado en linfocitos T activados y algun linfoma, aunque en la mayoria no
hay modificaciones. La sobreexpresion la evidencian en linfocitos T quiescentes activados
(Alizadeh et al., 2000). También Su (2001) reporta tanto infra como sobreexpresion en las
lineas derivada de cancer de mama y colon, e infraexpresion en todos los tumores de prostata,
y carcinomas de pulmoén. En una coleccion de diversos tejidos humanos, los mismos autores
(Su et al., 2002), describen una infraexpresion de este gen en cerebro, y una clara
sobrexpresion en extractos de células sanguineas, sin que se detecten variaciones consistentes
en otros tejidos. Esto hace pensar en que la expresion de estas proteinas puede tener cierta

especificidad de tejido.

El gen LECT?2 (leukocyte cell-derived chemotoxin 2) detectado como infraexpresado, mapa en
la region 5q31.1-q32, una region donde se localizan numerosos genes de citoquinas como IL-
4, IL-5 e IL-9. Su funcion estd ligada a la actividad quimiotactica de los neutréfilos, el
crecimiento y la diferenciacion de células mieloides, expresandose de forma especifica en el
higado fetal y testiculo (Yamagoe et al., 1998). También mediante arrays se detecta una clara
sobreexpresion de LECT2 en higado fetal y menor en testiculo (Su et al.,, 2002). Es un
regulador positivo de la proliferacion de condrocitos durante el desarrollo del esqueleto,
habiéndose relacionado con el ciclo celular y el proceso de reparacion tras dafio genético en
numerosos tipos celulares (Nagai et al., 1998).

La proteina LECT?2 es sintetizada por los hepatocitos, y su expresion disminuye a medida que
avanza el proceso de progresion tumoral hepatica (Uchida et al., 1999), esto estaria en

concordancia con los resultados que hemos obtenido. En carcinoma de mama la expresion
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varia, y los experimentos de microarray muestran tanto aumentos como disminuciones de la
expresion (Su et al., 2001).

El interés de esta proteina en el fenotipo metastatico de las células podria estar relacionado
directamente con su capacidad quimiotactica sobre los neutréfilos. Recientemente se ha
descrito un mecanismo de migracion transendotelial in vitro de células derivadas de cancer de
mama con capacidad metastitica, MDA MB-231, en el cual los neutrofilos mediarian la
extravasacion de las células tumorales actuando como porteadores para atravesar el endotelio
(Wu et al., 2001). En este trabajo los autores evidencian una union a través de moléculas de
adhesion intercelular (ICAM-1), sobrexpresado en las células 231, y CD18 y CDI11b en la
membrana de los neutréfilos. Una hipétesis para futura comprobacion podria ser la accion
quimiotactica de moléculas como LECT?2 durante la vehiculizacion de las células, y relacionar
la disminucion de su expresion con el anclaje y crecimiento del proceso metastatico ya

consumado.

El antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA) lo detectamos infraexpresado en

todas las variantes metastaticas analizadas. Este gen localizado en el cromosoma 19q13.41, se
conoce también con el nombre de kallikrein 3. Su funcién enzimatica reside en actuar sobre
las uniones lys-arg y arg-ser. Actua en los procesos de coagulacidon sanguinea y en el sistema
renina-angiotensina. Se localiza en las células sanguineas y hematopoieticas, epitelio
prostatico, lesiones metastaticas de carcinoma de prostata y en menor proporcion en mama.
Esta ubicacion se ve refrendada por los experimentos de microarrays para catalogar
leucemias mieloides (Golub et al., 1999), y en los estudios de expresion diferencial de
tumores epiteliales y tejidos humanos (Su et al., 2001; Su et al., 2002), donde se pone de
manifiesto tanto sobreexpresion, infraexpresion o ausencia de cambios en cancer de mama.

Esta proteina transmembranal altamente expresada en algunos adenocarcinomas metastaticos
o pobremente diferenciados (Uchida et al., 2001), no es un marcador especifico de prostata
sino que se expresa también en otros tejidos. En cdncer de mama se han descrito tanto
aumentos (Beckett et al., 1999) como disminuciones (Miller et al., 2001). Resulta interesante
el hecho de que se haya reportado una disminucion de los niveles de PSMA en el fluido
recogido de lavados ductales, obtenidos en controles rutinarios para diagnostico precoz de
cancer de mama, en mujeres menopausicas que habian desarrollado la enfermedad (Sauter et
al., 2001). Estos resultados estarian mas en consonancia con la disminuciéon de expresion que

encontramos en las metastasis, aunque no podamos evaluar su significado.
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5.3.2 Identificacion de genes relacionados con la organoespecifidad en ganglio.

El criterio de organoespecificidad lo definimos en base a que las variaciones de expresion
detectadas en uno de los ganglios analizados fueran reproducibles en el otro ganglio y a su
vez, no fueran compartidas con las otras metastasis analizadas, pulmon y hueso. Poniéndose
de manifiesto que entre los genes sobreexpresados en las dos metastasis ganglionares estan

la Integrina B1 y la Apolipoproteina D.

La expresion de Integrina B1 se confirm6 mediante PCR cuantitativa, por lo que técnicamente
es el gen que tiene mas verosimilitud de estar sobreexpresado en relaciéon a la actividad
metastatica en ganglio. Se trata de un gen localizado en el cromosoma 10p11.2 que codifica
una de las subunidades del receptor de la fibronectina, también conocido como CD29.

Las integrinas son una gran familia de proteinas hetodiméricas formadas por subunidades o y
[ de las que se han descrito, respectivamente, al menos 18 y 8 subunidades distintas. La
proteina codificada por el gen detectado en el array es una subunidad B de la que se conocen
cinco variantes, originadas por splicing alternativo del mRNA que afecta al extremo
carboxiterminal de la proteina (Plow et al., 2000). Estos receptores de membrana estan
implicados en procesos tanto de adhesion como de migracidon celular. El ensamblaje con el
ligando es capaz de activar vias de sefializacion intracelulares, induciendo reorganizacion del
citoesqueleto, fosforilacion y activacion de distintos genes (Danker et al., 1998; Hughes y
Pfaff, 1998; Giancotti y Ruoslahti, 1999). Esta descrita su participaciéon en procesos de
embriogénesis, reparacion de tejidos, respuesta inmune y progresion metastatica de las células
tumorales.

Diferentes integrinas, entre ellas la f1 juegan un papel importante tanto en el desarrollo de la
glandula mamaria como en la carcinogénesis, ya que se ha demostrado que las células
tumorales con alteraciones en la expresion de integrinas tienen una mayor capacidad de
adhesion (Huang e Ip, 2001). Existen diferentes dominios citoplasmaticos de integrina B1 y
cada uno de ellos controla la expresion de diferentes genes diana, entre los que se
encontrarian BRCA2, gen supresor de tumor, directamente implicado en la susceptibilidad al
cancer de mama. Se han descrito disminuciones de expresion de BRCA2 en células que
expresan 1, sin que esto influya en la capacidad de adhesion de las mismas (Moro et al.,

2001).
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La integrina B1 se internaliza en las células de cancer de mama por una via de endocitosis
caveola-like, y esta internalizacion va acompanada de una rapida expansion celular debido a
reorganizaciones del citoesqueleto (Furtak et al., 2001). La integrina-linked quinasa (ILK) se
une al dominio citoplasmatico de las subunidades B1 y B3 de integrina, promoviendo el
crecimiento independiente de anclaje. La sobreexpresion de ILK activa directamente el gen
ciclina D1 en las células epiteliales de mama y eleva los niveles de la proteina ciclina D1
induciendo proliferacion (D’Amico et al., 2000). Recientemente se ha reportado que la union
de B1 a ligandos de la matriz extracelular, inhibe apoptosis al activar la via de sefalizacion
fosfatidilinositol 3-quinasa/Akt/protein quinasa B (Tian et al., 2002). Entre estos ligandos se
encuentra el colageno VI (Jongewaard et al., 2002), sobrexpresado también en las células 435.
Una hipdtesis a analizar en el futuro podria ser la accion sinergistica de estas proteinas en el
proceso de anclaje y proliferacion de las células metastaticas.

La sobreexpresion de Integrina B1 se ha asociado a la presencia de metastasis ganglionares en
melanoma (Hieken et al., 1996) y también en cancer colorrectal (Fujita et al., 1995). Nuestros
resultados indicarian la implicacion de esta proteina en las metéstasis ganglionares de cancer
de mama.

La diseminacion metastatica de las células tumorales, depende entre otros factores de la
adhesion de las células tumorales al endotelio vascular seguido de una extravasacion a los
tejidos circundantes. Al estudiar la capacidad de adhesion de la linea de adenocarcinoma de
mama humana MDA-MB 231, se observdo que en los lugares de unidn intercelular del
endotelio se concentraba la expresion de integrina 1, sugiriendo por tanto que estas
moléculas estan implicadas en el arresto y posterior migracion de las células tumorales a
través del endotelio vascular (Price et al., 1996). La union de integrina B1 a sus ligandos es
capaz de inhibir la liberacion de citocromo C desde el espacio mitocondrial, inhibiendo la
apoptosis inducida por farmacos como paclitaxel o vincristina en células de cancer de mama
MDA-MB 231 y MDA-MB 435 (Aoudjit y Vuori, 2001). También en este sentido se ha
descrito una disminucion de integrina 1 en la apoptosis inducida por tamoxifen en células
MCF-7 que expresan el receptor de estrogenos (Huang y Ip, 2001). Estos resultados indican
que esta integrina podria contribuir a la resistencia hormonal y quimioterapica del cancer de
mama. Existen algunos trabajos en los que el incremento de expresion de integrina B1 se
correlaciona con una menor invasividad de las células de cdncer de mama MCF-7 (Cos et al.,
1998), mientras que en otros casos la menor adhesividad de estas células se atribuye a una

disminucién de los niveles de esta integrina (Suzuki y Takahashi, 1999).
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En cuanto a la presencia de este gen en otros estudios de expresion diferencial, Ross (2000)
en su catalogacion de lineas celulares de diferentes tejidos muestra tanto infraexpresion como
sobreexpresion en algunas células derivadas de cancer de mama. Perou (1999) en su estudio
de lineas celulares, células epiteliales y carcinomas de mama describe infraexpresion
generalizada de B1 en las lineas celulares y no variacion o sobreexpresion en las muestras de

carcinoma estudiadas.

Otro gen sobreexpresado en las dos metastasis ganglionares es la Apolipoproteina D (apoD),

localizado en el cromosoma 3q26.2-qter. La proteina es un componente de las lipoproteinas
de alta densidad de 29 kDa, que no guarda mucha similitud con las secuencias de otras
apolipoproteinas, pero tiene una gran homologia con la proteina de unién a retinol y la o,
microglobulina. Se expresa en sistema nervioso periférico, cartilago y tejido adiposo. Esta
glicoproteina implicada en el transporte de lipidos a través del plasma sanguineo es capaz de
unir colesterol y progesterona, aunque no estd claro que estos sean sus ligandos fisiologicos
(Rassart et al., 2000). Su expresion se ha relacionado con cancer de mama, aunque no esta
claro que papel tendria en la progresion tumoral, ya que en algunos casos se ha asociado con
el grado de diferenciacion de los tumores, pero no con el resto de caracteristicas patologicas o
la presencia de metastasis (Diez-Itza et al., 1994; Sgroi et al., 1999), mientras que en tumores
de mama masculinos su expresion se correlacionaba con la presencia de ganglios linfaticos
(Serra et al., 1999). El tratamiento de las células de cancer de mama T-47D con 1,25-
dihidroxivitamina D3 es capaz de inducir de forma tiempo y dosis dependiente la expresion
de apoD. El aumento de expresion de esta glicoproteina va acompafiado de inhibicion del
crecimiento celular y cambios morfolégicos de las células (Lopez-Boado et al., 1997).

También se ha referenciado en experimentos de arrays, su infraexpresion o la no variacion en
lineas celulares derivadas de cancer de mama (Ross et al., 2000). Mientras que en la mayoria
de carcinomas de mama se encuentra sobreexpresado, al contrario de lo que sucede en

carcinomas de colon, pulmén u ovario (Su et al., 2001).

Por ultimo, encontramos sobreexpresada en las metéastasis ganglionares la lactato
deshidrogenasa C que interviene en la glicolisis anaerdbica de las células. Se expresa en
condiciones normales en un 65% de las células germinales de testiculo. Estin bién
caracterizados el potencial autoantigénico de algunos de sus epitopos en procesos
autoinmunes testiculares (Gupta y Chaturvedi, 2000), pero no se le conoce implicacion en

procesos neoplasicos. De hecho no ha sido referenciada su expresion en otros experimentos
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que utilizan la metodologia de arrays para la clasificacion de tumores, y entre la coleccion de

tejidos normales analizados, solo se encuentra sobreexpresado en testiculos y traquea (Su et

al., 2002).

Las dos metéstasis ganglionares analizadas no difieren en cuanto al tipo de genes detectados
como infraexpresados con respecto a las metastasis de pulmon y hueso, ya que se observa la
disminucion de PSA, TAF-172, proteina de dedo de zinc 5, receptor LCR1 acoplado a
proteina G, factor de transcripcion para la ol-fetoproteina y el precursor para LECT2, que

fueron catalogadas como especificas de metastasis.

5.3.3 Genes potencialmente asociados a metastasis 0sea y pulmonar.

Entre los genes detectados como sobreexpresados en la metastasis Osea, la mayoria
corresponden a proteinas de membrana (receptores, transportadores y proteinas estructurales),
y enzimas y proteinas de la maquinaria bioquimica celular. El resto corresponden
mayoritariamente a proteinas nucleares y elementos relacionados con el sistema inmune.

El componente C2 del complemento lo hemos detectado como sobreexpresado en metastasis

Osea. La sintesis de este gen puede ser estimulada por los interferones o, 3 y y (Lappin et al.,
1990). De momento no se ha descrito la implicacion de esta molécula en la progresion
metastatica del cancer de mama.

La expresion de heat shock 70 kDa, otro de los genes que encontramos sobreexpresados se ha

asociado con proliferacion tumoral, metdstasis y resistencia a agentes quimioterapicos

(Korneeva et al., 2000).

El gen de la creatina kinasa B detectado como sobreexpresado cataliza la fosforilacion de
creatina y se ha visto que es inducible por estrogenos tanto en el tracto reproductor femenino
de ratas como en tumores humanos de mama (Wang et al., 2001).

El factor de transcripcion GATA-binding protein 3 se ha descrito como diferencialmente

expresado en tumores de mama receptores de estrogenos positivos (Perou et al., 2000; Sorlie

etal., 2001).

De entre los genes detectados como infraexpresados en la metastasis O0sea, la mayoria

corresponden a factores que intervienen en el control tanto de la transcripcion como de la
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traduccion, también se detectan numerosos enzimas y algunos genes relacionados con la
muerte celular por apoptosis.

Uno de los genes implicados en el control de la traduccion es el factor de inicio de traduccion
eucariota 4Al, implicado en el inicio de la sintesis proteica en células de mamiferos (Li et al.,
2001). También se detectd como infraexpresado el gen TEAR19 (TF-1 cell apoptosis related
gene-19). Este gen tiene un patron de expresion ubicuo y estd sobreexpresado en las células
tumorales que entran en apoptosis. La sobreexpresion de este gen en células tumorales induce
apoptosis en ausencia de factores de crecimiento (Liu et al., 1999). La pérdida de expresion de
este gen, junto con la sobreexpresion de la proteina antiapoptotica Bel-xp podria facilitar la
metastasis.

La lamina nuclear es una compleja red de filamentos intermedios. La Lamina A es uno de sus
componentes, su expresion estd asociada a procesos de diferenciacion, pero también esta
alterada en numeros tipos de tumores. En términos generales existe una correlacion inversa
entre la expresion de esta molécula y la actividad proliferativa. La infraexpresion de este gen
podria facilitar la progresion tumoral ya que los carcinomas de piel de célula basal negativos
para la expresion de Lamina A eran altamente proliferativos (Venables et al., 2001)

Otro de los genes detectados como infraexpresados es CC3, un gen supresor de metéstasis. La
carencia de este gen se ha detectado en lineas de carcinoma de célula pequefia de pulmon
altamente metastaticas y también en lineas de melanoma murino. La pérdida de este gen
confiere resistencia frente a sefiales de induccion de apoptosis y de esta forma favorece la

supervivencia celular en el proceso metastatico (Whitman et al., 2000)

Dada la dispersion de los resultados obtenidos en el andlisis de la metastasis pulmonar, no se
ha seleccionado ningin gen potencialmente asociado a este tipo de metastasis. Los datos
generados solo se han utilizado para completar el analisis de las otras variantes metastaticas y
asi determinar genes asociados a la actividad metastatica global de las lineas celulares
analizadas.

Aunque algun proceso relacionado con la hibridacién de la membrana podria ser el causante,
no podemos justificar estos resultados s6lo por el procedimiento técnico ya que el orden de
las hibridaciones, tumor, ganglio (Nodes), pulmén, hueso y ganglio (Nodes), nos permite

descartar el mal estado de la membrana en las hibridaciones siguientes.
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Las diferencias obtenidas entre los resultados del array y la PCR cuantitativa demuestran la
importancia de realizar los andlisis de expresion diferencial utilizando varias replicas, para asi
poder descartar falsos positivos y falsos negativos. Este porcentaje de errores en nuestro caso
no se ha podido descartar al tener una unica medida. De todas formas, el porcentaje de
coincidencia entre técnicas, aun y teniendo replicas del experimento de microarrays es
variable, ya que si bien en algunos casos la coincidencia es practicamente del 100% (Zhou et
al., 2002), en otros casos es de aproximadamente un 60% de los genes estudiados (Dong et

al., 2002).

En todas las metastasis analizadas hemos detectado genes implicados en el crecimiento
celular, tanto moléculas relacionadas con la sintesis de proteinas como de acidos nucleicos,
receptores para factores de crecimiento, y proteinas y enzimas de la maquinaria bioquimica de
la célula. Todos estos genes pueden contribuir a regular el crecimiento celular.

No encontramos diferencialmente expresados oncogenes, ciclinas u otras proteinas especificas
de ciclo celular. Perou (1999) en su estudio de expresion diferencial en células epiteliales de
mama y en cancer de mama, describe variaciones en genes relacionados con la progresion del
ciclo celular, ciclinas y antigeno de proliferacion (Ki-67). En otros trabajos de expresion
diferencial que se han hecho en lineas celulares se han detectado genes implicados en
proliferacion, como pueden ser factores de iniciacion, represores transcripcionales, factores de
splicing y proteinas directamente implicadas en el control del ciclo celular como son las
ciclinas (Ross et al., 2000). Los genes relacionados con mal prondstico en cancer de mama,
segun el analisis de clasificacion mediante arrays, incluyen genes que regulan ciclo celular,
invasion, metdstasis y angiogénesis, encontrandose sobreexpresados ciclina E,
metaloproteinasas MMP9, o el receptor para el factor de crecimiento del endotelio vascular
VEGF. Sin embargo, genes relacionados con cancer de mama y con implicaciones directas en
proliferacién como pueden ser ciclina D1 y c-myc no se detectan alterados (van’'t Veer et al.,
2002).

En las diferencias que pueden observarse entre las distintas clasificaciones de genes
diferencialmente expresados habria que considerar que los estudios se hacen a nivel

transcripcional, y las alteraciones no detectadas podrian darse a nivel proteico.

En la mayoria de estos trabajos, los patrones de expresion comparan células normales y

células tumorales, o tumores entre si. En nuestro estudio, el nivel de comparacion entre tumor
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y metastasis pone en evidencia que los genes cuya expresion varia participan en funciones
celulares relacionadas con la adhesion, migracién, metabolismo o control de la transcripcion y
la traduccion, méas que en proliferacion celular o invasion. Estos resultados realzan la
importancia de la comunicacion intercelular y la supervivencia celular frente al estrés que
supone la adaptacion a un nuevo microentorno, como factores criticos en el éxito del

desarrollo de las metastasis.

Existen numerosos trabajos que demuestran la aplicabilidad de la técnica de microarrays al
estudio del cancer de mama. En primer lugar, ha permitido estudiar los perfiles de expresion
génica asociados a diferentes estadios del proceso de progresion tumoral (Nacht et al, 1999;
Sgroi et al., 1999; Jiang et al., 2002). También se ha utilizado para estudiar vias de
sefializacion, permitiendo conocer los genes que se activan de forma especifica y las posibles
interacciones con otras vias. En este sentido el analisis de los genes activados por TRAIL, un
receptor de muerte celular de la familia del TNF, revel6é que algunos de los genes activados
estaban relacionados con la via de sefalizacion del interferon (Kumar-Sinha et al., 2002).
Analizar no s6lo la expresion individual de cada uno de los genes, sino también las posibles
interacciones entre ellos permite establecer el perfil transcripcional asociado a cada tipo
celular en particular (Khan et al., 1999; Golub, 2001). Esto resulta de interés, ya que una
determinada combinacién de genes puede causar transformacién maligna, mientras que de
forma individual la expresiéon de cada uno de ellos quizd no tenga repercusion fenotipica
(Szallasi, 1998; Newton et al., 2001). Esta técnica también ha permitido estudiar los perfiles
de metilacion existentes en tumores de mama, y clasificarlos basandose en la presencia o no
de receptores de estrogenos (Yan et al., 2001). Ademas, el analisis del perfil transcripcional
de los tumores de mama tiene implicaciones directas sobre la eleccion del tratamiento,
permitiendo escoger terapias mas especificas para cada tipo de tumor en funciéon de su perfil

molecular y asi mejorar su respuesta (Lonning et al., 2001; Ellis et al., 2002).

Identificar genes que se expresan de forma diferencial a lo largo del proceso de progresion
tumoral ayudard a conocer mejor la biologia de los tumores, asi como los cambios que
determinan su evolucidon hacia fenotipos mas agresivos y con capacidad metastatica, con el

objetivo final de precisar la terapia mas adecuada para cada paciente.
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Conclusiones

1. La inestabilidad de microsatélites en el cancer de mama, se asocia a inhibicion de apoptosis

en las células del tumor.

2. La pérdida de apoptosis detectada en los carcinomas ductales infiltrantes de mama no es

una consecuencia de mutaciones frameshift en el gen proapoptético bax.

3. A lo largo del proceso de progresion tumoral hay un incremento de inestabilidad genética
que podria permitir la seleccion de las células y el crecimiento posterior de los linajes
celulares mejor adaptados al microentorno del organo, contribuyendo a la heterogeneidad

tumoral.

4. La sobreexpresion de proteinas antiapoptoticas puede inducir un incremento de alteraciones
genéticas en las células que se traduce en mayor tumorigenicidad, mayor capacidad

metastatica y mayor ubicuidad.

5. Solamente algunas de las alteraciones detectadas serian realmente responsables (non-
random) del fenotipo tumoral y metastatico, mientras que las otras serian aleatorias (random)
y no implicarian una ventaja selectiva para la célula tumoral. Asi en las células control los
cambios no se traducen en aumentos significativos de la actividad tumorigénica y metastatica,
y por otro lado, estas actividades aumentan de forma similar en los transfectantes Bcl-2 y
Bcl-x;, aunque la sobreexpresion de Bcl-2 se asocia globalmente a un mayor acimulo de

alteraciones genéticas que la sobreexpresion de Bel-x;.

6. El andlisis filogenético y mediante clusters indica que el tipo de alteraciones genéticas que
se suceden bajo la represion de la apoptosis son distintas que las que resultan de la seleccion

experimental.

7. Existe variabilidad genética en las células tumorales, en aumento, a medida que avanza el
proceso de seleccion, siendo distintas las alteraciones durante la seleccion tumoral que en la

seleccidon metastatica.

8. La variabilidad genética de las metastasis indica que el proceso de seleccion es distinto
dependiendo del 6rgano de origen, pudiendo ser debida a la presion selectiva ejercida por el

microentorno o a la heterogeneidad secundaria a la progresion tumoral.
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9. El analisis de expresion diferencial nos ha permitido detectar genes distintamente

representados en las metéstasis respecto al tumor, en funcion del 6rgano de origen.

10. Los genes que prevalecen diferencialmente expresados entre metastasis ganglionar, 6sea y
pulmonar y con respecto al tumor es un numero reducido. Por lo que cabria suponer que esos
genes comunes intervienen en la actividad metastatica general de nuestras células y el resto de
variaciones podria deberse a la idiosincrasia de la seleccion, ya sea a las alteraciones

genéticas, al microentorno o a la suma de las dos.

11. Comun a todas las metastasis destacamos la infraexpresion de genes relacionados con la
regulacion de la maquinaria transcripcional y quimioquinas. Y el receptor de la fibronectina
seria el gen que podriamos asociar a la organoespecificidad metastatica en ganglio de forma

mas probable por haber aparecido en dos metastasis ganglionares distintas.

La sobreexpresion de Bcl-2 y Bcl-x;, podria conferir de entrada una ventaja selectiva a las
células tumorales ya que con un menor numero de alteraciones genéticas se favorece el
proceso de progresion metastdtica, mientras que las alteraciones detectadas en el control,

aun siendo mas numerosas, serian mas aleatorias y con menor repercusion biologica.
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