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1. INTRODUCCIO






1. 1. Anatomia, histologia i fisiologia de la prostta

La prostata és la principal glandula sexual al gengasculi. En condicions normals, té un
pes aproximat de 20 grams i unes dimensions de 20 x 40 mm de gruix, llargaria i

amplada, respectivament.

Anatomicament, de forma macroscopica la prostathvideix en Iobuls. Histologicament,
es distingeixen tres zones concentriques que rodageart prostatica de la uretra. z@na
central i la detransicio envolten la uretra i laona periféerica,de major mida, les envolta
parcialment per la part posterior i postero-latefgjuesta divisid en regions també és de
gran utilitat a nivell clinic ja que les lesionsoliferatives que assenten a cadascuna
d’aquestes arees son també diferents, de formdagomjoria de lesions hiperplasiques
s’originen a la zona de transicio, i, per contig, Ganvis d’atrofia i la major part de les

neoplasies malignes (70-80%) ho fan a la zonagyex# de la glandulérigura 1).

La glandula prostatica normal esta constituida4teb0 glandules tubuloalveolars, que
buiden la seva secrecié a 20 conductes excretersaga vegada, desemboquen a la uretra.
Aquestes glandules estan revestides per dues dapes lules, una plana de cel-lules basals
i una altra de cel-lules cubiques a cilindrigugsrgacents, responsables de la secrecid.
L’epiteli descansa sobre una membrana basal qeenésua amb I'estroma fibro-muscular,
I'altre component fonamental a nivell histologiclallum dels alvéols és caracteristica la
presencia dels cossos amilacis, eosinofils i defotomia esférica, que estan formats per
diposits glucoproteics que augmenten amb I'edadeRa@rribar a calcificar-se donant lloc

als calculs o concrecions.

De forma fisiologica, a la pubertat, I'epiteli gtarar pateix una rapida hiperplasia i la
prostata duplica les seves dimensions. Aquestedfinamibons sén degudes a I'estimulacio
de la testosterona secretada per les cél-luleegi#id en quantitats creixents. La secrecid
prostatica és un liquid fluid, que conté acid cjtiosfatasa acida, antigen prostatic especific
(PSA), zinc i proteina IgA, entre d’altres compaera funcidé principal dels quals és

mantenir les propietats del semen.
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a Central zone B

b Fibromuscular zone

regions anatomiqs[1].

€ Transitional zone

Tabla 1: Anatomia de la glandula prostaticy i
predisposicié a diferents patologies segdq

d Peripheral zons

Ejaculatory duct @ Periurethral gland region

| Prostate zone
| Peripheral | Transition Central
Acute inflammation |
Chronic inflammation
Benign prostatic hyperplasia
I High-grade PIN
Carcinoma
B High prevalence 3 Low prevalence
B Medium-high prevalence 3 MNone

1. 2. Patologia de la prostata

1. 2. 1. Lesions benignes: hiperplasia prostatica

La hiperplasia benigna de prostata (HBP) és unedlinico-patologica molt freqtient, que
es presenta basicament a partir de la cinquenalaétzmala vida i la incidéncia de la qual
augmenta progressivament amb I'edat, arribant@ 8@p a la vuitena década.

Morfologicament, es caracteritza per una prolifgratels elements tant epitelials com
estromals, fet que comporta un increment de legmsons de la prostata (60-100 g). Els
noduls poden tenir aspecte solid o contenir espdstics corresponents a espais glandulars
dilatats. Aquestes estructures glandulars hiperplas es troben revestides per cel-lules
cilindriques altes i una capa periférica de céddasals aplanades. De forma frequent, la

llum de les glandules conté cossos amilacis.

Tot i que la causa de la HBP continua sense defeniclarament, se sap que el substrat
biologic d’aquesta és la regulacié androgénica, uen rol central en el creixement
excessiu de la glandula. La dihidrotestosteronal(DH principal hormona responsable del
creixement prostatic, es sintetitza a partir deesosterona circulant mitjancant I'accio de
I'enzim 5a-reductasa tipus 2. La DHT s’uneix als receptoandiogens (AR) nuclears, que

regulen I'expressio genica i son responsables ékament i la supervivencia cel-lular.
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Malgrat que la testosterona també es pot unir Risl’Accié de la DHT és 10 vegades més

potent.

La simptomatologia per I'obstruccio de la via uriagbaixa, ocasionada per 'augment de
mida de la prostata, també es veu exacerbada penticcio del teixit muscular llis present
a I'estroma, i que és realitzada pels receptorsraagicsa:. Les manifestacions cliniques
de la HBP es presenten en un percentatge minodé&dsi homes que pateixen aquesta
patologia. Com aquesta afecta preferentment artss anés centrals de la prostata, els
simptomes més frequients son I'obstruccio de lantaria baixa, en forma de dificultat per
comencar la miccid, i interrupcié intermitent deblldurinari durant aquesta. Altres
simptomes acompanyants son la urgéencia miccioamgiplaquiuria i nictaria, totes elles

indicatives d’irritacio vesical.

L’abordatge terapeutic inicial és farmacologic,ibasient, amb inhibidors de la formacio
de DHT (finasterida) o bé, relaxadors de la mugatddlisa que bloquegen els recepiars
adrenergics (tamsulosina). Les tecniques quirlegiquom la reseccio transuretral prostatica
o 'adenomectomia es reserven per casos simptosmatis greus que mostren resistencia al

tractament médic.
1. 2. 2. Lesions pre-malignes: neoplasia intraepltal prostatica

La denominada neoplasia intraepitelial prostatleBN) és el precursor més probable del
cancer de prostata (CaPr). Als Estats Units d’AcagfiEUA) anualment es realitzen més de
1.300.000 biopsies d’agulla de prostata amb unidéncia mitja de neoplasia intraepitelial
prostatica d’alt grau (HGPIN) d’aproximadament €19 [2], tot i que en alguns casos
supera el 16% [3]. De fet, aquesta incidencia amganamb I'edat dels pacients i esta
condicionada també per I'etnia i la localitzacicogefica, sent major en homes afro-
americans i significativament menor en asiaticstiqdarment en japonesos [4]. Aquestes
diferéncies racials en la incidencia del PIN epaieients de 50-60 anys d’edat constitueixen
un reflex de les diferencies observades al CaRaeients de 60-70 anys [5]. Clinicament,
les troballes del HGPIN son superposables a les @aPr diagnosticat en una fase precoc.
Anatomicament, la HGPIN assenta de forma més frecgiéa zona periferica i coexisteix
amb CaPr en més del 85% dels casos d’acord amhsaigtballs com el de Qiareflal.[5],

en que es va realitzar inclusio total de pecegastqtectomia radical. Tanmateix, les xifres

varien considerablement d’un estudi a un altre.
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La HGPIN acostuma a ser multifocal i es caracterfier una proliferacié neoplasica de
cel-lules secretores, que revesteixen ductes § guigexistents. Citologicament, presenta
canvis semblants als detectats al cancer, com s@ugment de la mida del nucli i la

presencia d’un o varis nucléols prominents. Aquesé lules tot i que comparteixen trets
morfologics, histoquimics, immunohistoquimics i emllars amb el CaPr, es caracteritzen
per no envair la membrana basal de les glandutetatiques. S’han descrit quatre patrons

principals de HGPIN: micropagr, cribiforme, pla o “en plomalls” [6].

Tant al PIN com als focus d’adenocarcinoma (ADGaeehts, s’han observat alguns canvis
genetics similars, suggerint-se que existeix ure@sp morfologic entre ambdues entitats,
on progressivament es perdrien les cel-lules dada basal al PIN i S’iniciaria la infiltracio

incipient de I'estroma en el cas del cancer. Taematesulta dificil establir de forma precisa
aguesta sequencia morfologica existent entre HGEIaPr, ja que no és factible realitzar

estudis longitudinals de mostres senceres de paiosta

Algunes de les alteracions similars descrites eatrébdues entitats son la pérdua
d’heterozigositat a 8p12-21, 8p22, el guany dadsnasomes 7, 8, 10, 12 i 8p24, I'expressiod
de la proteina ERG i la perduaIEEN[7].

La importancia clinica de reconeixer la HGPIN radien la seva associaci6 amb el
carcinoma prostatic, ja que la HGPIN constitueix font predictor de CaPr en les
subsequents biopsies que es puguin realitzar.lifetatura, el risc mig de presentar CaPr
després d’'un diagnostic de HGPIN a la biopsia dlagis d’aproximadament un 24% [2].
Per aquest motiu, en pacients que presenten unadiag de HGPIN multifocal, és a dir,
més d’una biopsia d’agulla amb HGPIN és recomanadabtzar un seguiment durant un
any, mitjancant la realitzacié de més biopsiestptimpies.

1. 2. 3. Lesions malignes: cancer de prostata

El CaPr és la segona neoplasia maligna més fre@liesetxe masculi, després del cancer
cutani. Existeixen diferents factors implicats arséva patogénia com son els androgens,
que son crucials en el desenvolupament del teiggtptic normal i cancerdés, i afavoreixen
el context cel-lular en qué assentaran els tunibrsomponent genétic també contribueix
de forma important, ja que el risc de CaPr augmsgtaficativament en familiars de primer
grau de pacients amb aquests tumors. Aixi matlsihabits dietetics relacionats amb I'estil

de vida també s’han relacionat significativamenbamuesta neoplasia. Hi ha evidencies de
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gue certs carcinogens, estrogens i/o oxidants miesela dieta podrien afavorir I'aparicio
d’infiltrats inflamatoris cronics, sobre els qualsdria desenvolupar-se el cancer [1,8-10].
Tanmateix, la identificacio de substancies carcdmagues especifiques resulta complicat;
tot i que estudis amb models animals recolzen gumtn vermella i els greixos animals
estarien dins dels factors de risc d’aquests tunddnes factors ambientals potencialment
relacionats son I'exposicié a esteroides (estrogeagents infecciosodN( gonorrhoeage
Chlamydia, T. vaginal}s[11,12] D’aquesta forma, el dany epitelial i I'estrés oxida
persistent ocasionat per aquests agents i la aspéismatoria acompanyant constituirien

la via patogénica comuna entre els carcinogenseartads i el desenvolupament del CaPr.

Anatomicament, la majoria d’adenocarcinomes (ADG®) prostata (85-90%) son
multifocals, amb una mitja de 2-3 tumors diferemés glandula [13]. Aquests sorgeixen
preferentment a la zona periférica posterior o grostateral (75-80%), tot i que degut al
cribratge actual amb determinacions de PSA i litzaeaid de biopsies sistematiques, molts
d’ells no son palpables i tot i aixi es diagnostigen fases precoces. A més, amb les actuals
aproximacions diagnostiques hi ha hagut un augmeatiu del diagnostic de tumors
dominants a zona periféerica anterior [14,15], gés frequentment afecten I'estroma fibro-
muscular i el coll vesical. La zona central es weplicada tipicament de forma secundaria,

ja que rarament els tumors s’originen en aquesgia.re

Morfologicament, la majoria de tumors detectatgiciiment no son visibles de forma
macroscopica. Les lesions que ho son, s’identifigper presentar limits poc definits,
coloraci6 blanquinosa-groguenca i consistenciaramtfu A I'estudi histologic, gran part de
les neoplasies son diagnosticades com ADCs aciglatipus histologic més frequent. Les
glandules malignes sén de menors dimensions alagres, estan densament agrupades i
revestides per una Unica capa de cel-lules efstadizbiques o cilindriques baixes. A
diferencia de l'epiteli glandular benigne, la cage cel-lules basals es perd al CaPr.
Caracteristicament, els nuclis estan augmentatsnide, son hipercromatics, amb la
presencia caracteristica de macronucleol promi(@&itum), escasses figures de mitosi i
cossos apoptotics. El citoplasma pot variar demfiifil a pal-lid. El contorn luminal és
rigid i tipicament s’observen continguts luminasdgrecions mucinoses o cristal-loides, que
son estructures eosinofiliques denses que podeniradéprmes geometriques). El

pleomorfisme no és un tret histopatologic carastierid’aquests tumors. A mesura que
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disminueix el grau de diferenciacid, s’apreciemustires glandulars més irregulars, amb

patré cribiforme, solid o bé, presencia de celsaiades infiltrants.

DIV 0
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Figura 2: Imatge histologica d’adenocarcinoma prostaticacaonvencional

Hi ha tres criteris microscopics que fins al momams’han descrit en glandules benignes i
gue son solids pel diagnostic de cancer: la filarsipl mucinosa (micronoduls col-lagens),
les estructures glomeruloides i la invasié periabdrambé existeixen variants histologiques
de 'ADC acinar que presenten algunes diferencaiesgstiques i poden generar dificultats
diagnostiques [16]. Les variants sarcomatoide elldutes gegants pleomofiques i en anell
de segell presenten un pitjor pronostic que I'ARMar usual. Entre les variants que poden
suposar un repte alhora de realitzar el diagns$ticlouen la variant atrofica, microquistica,

pseudohiperplasica i de glandules espumoses.

La gradacié del CaPr s’ha realitzat classicamalitzant el sistema creat per Gleason D.F.
al 1967(Figura 3), segons el qual els tumors es graden en cinc giaw@&eason (GS) en

funcié dels patrons de diferenciacié glandular [IYhquesta forma, el grau 1 representa
als tumors més ben diferenciats i el grau 5 aggeksno presenten diferenciacié glandular.
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Donat que les neoplasies de prostata usualmentremtmés d’'un patrd, aquest sistema
assigna un grau principal al patré6 dominant i lmuggecundari al segon patré més frequent,
de forma que ambdds graus numerics se sumen péiotatenir el GS combinat. Les

puntuacions de Gleason varien de 2 (1+1) en etssaags ben diferenciats, a 10 (5+5) en
els més indiferenciats. A aquells tumors que Unar@rpresenten un patrd se’ls hi assigna

el mateix valor com si el grau principal i el sedan fossin iguals.

L’espectre clinico-patologic és molt variable, deft-se un ventall molt ampli, des de

lesions poc actives i indolents fins a pacients amiors de curs virulent que poden arribar
a causar la mort. La malaltia clinicament signtfiai agressiva és més freqtient en homes
de raca negra que en els de raga blanca, toteélguamors de curs més indolent presenten

una incidéncia similar en ambdues éetnies.

A Tl'actualitat, la majoria dels CaPr sbén lesions pitites dimensions, no palpables i
assimptomatiques, que son diagnosticades mitjargapsies d’agulla realitzades davant
d’'una elevacio persistent del PSA. Clinicament,pes sospitar I'existéncia d’aquestes
lesions per I'elevacio serica del PSA i/o un taetgal patologic. Donat que el CaPr assenta

més frequentment a la zona periferica de la glapdés menys probable que ocasioni

33



obstruccié uretral en comparacié amb la HBP. Lesifestacions cliniques sovint es
produeixen quan la malaltia és avancada o meteat&si forma d’augment de la frequencia
urinaria, dificultat per miccionar, retencié agudiarina i hematuria, entre d’altres. Els
tumors localment avancats sovint afecten també&iastes veines com les vesicules
seminals, teixits tous adjacents o la paret deufatld urinaria. Tipicament, les metastasis
son frequients a ganglis limfatics regionals (5-1886 pacients amb malaltia organo-
confinada, Cai et al [19]) i esquelet axial, on de forma caracteréspicodueixen lesions

osteoblastiques i fractures patologiques.

1. 3. Epidemiologia del cancer de prostata

1. 3. 1. Incidencia i distribucié geografica

El CaPr és la segona neoplasia maligna més frealiesgixe masculi amb una incidéncia
estimada de 1,1 milions de nous casos al 2012eseptant el 15% dels cancers
diagnosticats en homes i amb practicament un 7@%.Q00) reportant-se en les regions
meés desenvolupades. La incidéencia del CaPr vanaiderablement arreu del mon, i les
proporcions més elevades es reporten a AustraNa/Xelanda, Nord-America (111,61 97,2
per 100.000, respectivament) i Europa, concretamésd regions del Nord i Occident [7].
Aquesta distribuci6 a meés d'estar influenciada pactors genétics i ambientals,
probablement també s’expliqui per les diferenciegj@ant a la metodologia utilitzada pel
diagnostic i que és diferent arreu del mon. De forque, la practica de determinar
sericament el PSA tan estesa actualment a lesegaxidentalitzades, esta comportant un
major percentatge de biopsies posteriors realitzader tant, un major nombre de casos de
CaPr detectats [20]. Existeixen també regions meigsenvolupades que presenten
igualment incidéncies elevades, com son el Ca@tBj7 Sud-Africa (61,8) i Sud-América
(60,1), mentre que romanen baixes principalmebdagions asiatiques, on les proporcions

estimades son del 10,5 i 4,5 a I'est i centre-$Adid, respectivament.
1. 3. 2. Mortalitat

Amb una proporcié estimada de 307.000 morts a 12002, el CaPr és la cinquena causa
de mort per cancer en homes, representant un 6eb%tdl de morts al genere masculi.
Com la determinacio del PSA té un efecte molt majorquant a la variabilitat de la
incidéncia arreu del mén que en la mortalitat, tekien menys diferéncies en els

percentatges de mortalitat respecte dels rep@matscidéncia. Tot i aixi, hi ha estadistiques

34



de major mortalitat a determinats paisos com ehBegnit, en els quals no esta tan estesa
la determinacié de PSA ni la realitzacio de protoce 12-18 biopsies. Per aquests motius
es més facil que el CaPr es detecti en fases naégades | que la proporcié de morts sigui

mes alta en certs paisos.

El nombre de morts causades per CaPr és majorgamsepoc desenvolupades que en
aquelles que ho estan més, representant 165.080.00D, respectivament. Els indexs de
mortalitat son generalment més alts en poblaciensaga negra (Carib, 29 per 100.000 i
Africa Sub-Sahariana, 19-24 per 100.000) i a EScanth, molt baixos a Asia (2,9 per

100.000 a centre-sud d’Asia) i intermedis a AmériGaeania.
1. 3. 3. Edat

L’edat dels pacients esta estretament relacionadala deteccié dels casos de CaPr, la
majoria dels quals es detecten en homes de mé8 drys. Unicament, un 1% d’aquests
tumors son clinicament diagnosticats en homes meat®i50 anys, fet que contrasta amb
'estudi de Sakret al, [21] que reporta que un 30% d’homes d’EUA, dea3B0 anys,

presentaven CaPr detectable a estudis d’autopsia.
1. 3. 4. Historia natural del cancer de prostata

Existeixen diversos contextos en qué es pot didigaosel CaPr, que probablement

corresponguin a fases diferents d’'un mateix proe@plasic.

La prevalenca del CaPr en autopsies realitzadeslppes causes de mort és forca alta,
havent-se reportat en un 15-20% d’homes asiagosun 30-40% d’homes occidentals en
prostates processades en la seva totalitat [7].i T@m passa al cancer clinicament
detectable, algimors latents objectivats a partir de la realitzacié d’autopsiaglistribucié

geografica és significativament diferent i les dBfecies etnico-especifiques son igualment

presents [22].

La prevalenca deCaPr latent és extremadament edat-dependent, com el CaPtaldtec
per clinica. Als EUA, el risc que té un home majer50 anys de presentar un CaPr latent
detectat per autopsia (42%) és molt més gran qtiscetle presentar un CaPr clinicament
detectable (9,5%) [23]. En aquest sentit, pren mdpaia la cronologia de la carcinogénesi
prostatica, de la qual actualment encara es cansiense obtenir informacio precisa. La idea

meés consolidada és que el CaPr presenta un craitenudt lent al llarg d’anys, s’acaba
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manifestant clinicament i pot acabar progressgnaasstadis avancats i fases més agressives
en les qual el creixement és independent del domémononal androgénic. Alguns estudis
realitzats a partir d’autopsies han permes ideatiflesiones pre-neoplasiques prostatiques
des de la quarta decada de la vida aixi com ADGstatics clinicament inaparents des de

la cinquena década [21,24].

Prenent com a referéncia I'edat a la qual habitaatreol debutar de forma clinica el CaPr,
existeixen hipotesis sobre I'existéncia d’un peeidé latencia d’una a tres decades, des de
les fases tumorals més primerenques fins a la@@gaessio. Es per aquest motiu que els
carcinomes prostatics identificats en autopsiepat@ents morts per altres causes, solen

denominar-se com a carcinomes “latents”.

El CaPr insignificant és aquell que presenta un GS combinat igual o meB abséencia
de patré 4 o 5, volum tumoral minimQ.5 cn¥), i es manté organo-confinat a la prostata, és
a dir, en estadis pT2 o inferiors [25]. Es tractand variant forca frequent a I'actualitat, ja
gue com s’ha comentat previament, les determinaciaimaries del PSA han comportat un
sobrediagnostic d’aquests tumors que, probablemertiaguessin produit manifestacions

cliniques pel fet de presentar un comportamentémi$26,27].

Existeixen nombrosos estudis basats en I'analisifatogic i topografic de mostres de

prostatectomia radical amb CaPr insignificant, dwen reportat que aquests casos
habitualment son multifocals i, freqientment, Sitifiequen en prostates que presenten una
marcada hiperplasia [28]. En aquestes series,|fies seriques de PSA no s’associen amb
les dimensions del tumor pero si amb el pes dedktata. Per tant, la hiperplasia prostatica
seria la responsable de I'elevacio sérica del B®Anseqlentment, es veuria afavorida la
realitzacio de biopsies en aquests pacients, ffatjgeu torn, incrementaria la deteccio de
focus tumorals de dimensions molt reduides [29].dfnest context, es pensa que el
carcinoma prostatic insignificant o bé, els tunpsstatics de volum molt reduit reflectirien

les fases més inicials de la carcinogéenesi prostati

L’anomenatcarcinoma incidental, una altra variant del CaPr, compren aquells tgrben

diferenciats, que acostumen a originar-se predamnmant a la zona de transicio i son
diagnosticats de forma incidental en mostres decms transuretral prostatica. Tendeixen
a ser lesions de petites dimensions, que frequenitnexisteixen amb HBP | presenten com
a probables precursors el PIN i la hiperplasia anetosa atipica [30]. Aquest subgrup de
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CaPr també és diagnosticat freqientment en pactesdtats mitjancant procediments
quirdrgics com la cistoprostatectomia radical, fatlde presentar patologia a la bufeta
urinaria, concretament, carcinomes urotelials midgssasius. L'estudi patologic de la
prostata en aquests pacients revela carcinomegemteais de prostata amb una frequencia
gue oscil-la entre 24-51% [31], tot i que en alguseries descrites a la literatura pot arribar
a ser del 59% [32,33]. Concretament, els CaPr eamtads es detecten en aproximadament
un 50% de les prostatectomies radicals realitzaediomes occidentals [33,34], que
contrasta amb la prevalenca del 10% en homes assif8b,36]. Aquesta variabilitat
reportada, a més d’estar condicionada per lesédifées étniques, probablement ho esta
també pels diferents protocols i abordatges teamugrats en I'analisi histologic d’aquest
tipus de mostres. Fins ara, molts treballs harlgatal caracter incidental del diagnostic del
CaPr en aquests pacients, tot i que, estudis entsrgeiggereixen que un subgrup
probablement acabi presentant malaltia clinicam&ghificativa, incrementant-se la
prevalenca d’aquests diagnostics amb I'edat [31].

Tot i que es desconeix si pot existir alguna rélamitre la carcinogéenesi urotelial i la
prostatica, s6n nombroses les especulacions gaa £ sobre la possibilitat que aquests
casos de CaPr diagnosticats de forma incidentiment reflecteixen la incidencia real dels
tumors prostatics en I’home adult, fet que evidarnaj a més a més, la seva elevada
prevalenca. Pel que fa al pronostic en aquestscBsstwicket al [30] van reportar que
entre el 8 i el 37% de pacients amb CaPr en eggadatologic T1 presentaven risc de

progressié tumoral en 10 anys si no rebien traatame
1. 3. 5. Impacte economic

El CaPr constitueix el cancer no cutani més fregékesexe masculi i els costos derivats del
seu tractament inicial son considerables. Foureads [37] van reportar al 2010 el cost

total derivat del tractament durant el primer aeytots els pacients diagnosticats a cinc
paisos europeus. Respectivament, la mitja en msilideuros va ser de 116,7 al Regne Unit,
244 a Alemanya, 385 a Franca, 202 a Italia i 1®4Espanya. Aquest estudi pretenia fer
reflexionar sobre el cost significatiu de la madalt que, donat la seva alta i creixent
prevalenca, els programes nacionals de salut madaedestinar fons a garantir mesures
prioritaries pel seu diagnostic i tractament. Rbehm et al. [38] van publicar les dades

disponibles referents al cost mig per pacient @erdel tractament inicial en cinc paisos

europeus, incloent el cost de la biopsia i del sgbent tractament quirdrgic o no quirdrgic.
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La mitja va ser, respectivament, de 3.171 € al Bdgmit, 4.057 € a Alemanya, 5.851 € a
Franca, 5.226 € a Italia i 3.256 € a Espafygura 4). Als EUA, al 2006 el cost total invertit

en CaPr va ser de 9.862 bilions de dolars ($),laenttja anual per pacient de 10.612 $ a la

fase inicial post-diagnostic, de 2.134 $ per comginuades i de 33.691 $ a I'Gltim any de

vida [38].
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Figura 4: Distribuci6 dels
costos totals relatius a
tractament inicial (diagnostic,
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1. 4. Caracteristiques clinico-patologiques del caar de prostata

1. 4. 1. Classificacid segons grups pronostics: OMEB16

El sistema de gradacio del CaPr més usat i estadiaiment va ser desenvolupat entre els

anys 1966-1974 pel Dr. Donald Gleason [39]. Agsetema es basa Unicament en el patré

arquitectural del tumor, definint-se el GS comuaa dels dos patrons arquitecturals mes

frequents [17]. Tal i com s’ha explicat previamemiaquests dos patrons se’ls assigna un

namero del 1 (millor grau de diferenciacid) al &j¢p grau de diferenciacié). D’aquesta

manera s’obtenen GS que varien des de 2 (1+1afis(5+5).

El sistema de gradaci6 de Gleason ha anat evolmioal llarg dels anys [40,41], i

actualment difereix de l'original de forma signdtva. Per exemple, els GS 2-5 ja no

acostumen a assignar-se en biopsies d’agulla, ediires raons per la baixa

reproductibilitat entre patolegs i la pobre corcglaamb el GS observat en la peca de

prostatectomia radical. El patré de Gleason 3 eespon amb la preséncia de glandules

individuals, ben formades, discretament unides inddes relativament variables. La

presencia de glandules fusionades o pobrament ésnaixi com la presencia de glandules

cribiformes i glomeruloides ja correspon a un patedGleason 4. El patré de Gleason 5
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consisteix en observar céel-lules tumorals indiVvisluen cordons o bé, formant nius solids.
La preséncia de comedonecrosi, definida com laépms de cél-lules necrotiques

intraluminals, també es grada com a patré de Gheaso

Al llarg dels anys, s’han detectat algunes defi@nen el sistema original de Gleason que
han causat un impacte en el tractament rebut peiems. Per exemple, el fet d’assignar
com a grau més baix el GS 6 en una escala de Baddimportat que els pacients assumeixin
qgue tenen un CaPr que se situa al mig de I'esalgradacio, enlloc d’'un que té bon
pronostic. Una altra deficiencia ha sigut que dunaoit de temps per als tumors amb un GS
7, les decisions terapéutiques s’han basat en taguesatori simplificat, sense desglossar si
deriva d’'un 3 + 4 o d'un 4 + 3. Per tal de resoldgriests problemes, recentment s’ha
desenvolupat un sistema basat en“@ps de Grau” (GG) (Figura 5). Primerament,
aquests grups es van introduir en un estudi pulfd@a, i després es van verificar en una
meta-analisi amb més de 20.000 homes amb CaPatgaunb prostatectomia radical en

cinc institucions diferents [41]. Cadascun dels €83socia amb un pronostic determinat.

Grade group 1 (Gleason score 3 + 3 =6): Only individual discrete
well-formed glands

Grade group 2 (Gleason score 3 + 4 =7): Predominantly well-formed
glands with lesser component of poorly formed/fused/cribriform glands

Grade group 3 (Gleason score 4 + 3 =7): Predominantly poorly formed/
fused/cribriform glands with lesser component of well-formed glands '

Grade group 4 (Gleason score 8)

- Only poorly formed/fused/cribriform glands or

- Predominantly well-formed glands and lesser component lacking glands

- Predominantly lacking glands and lesser component of well-formed
glands '

Grade group 5 (Gleason scores 9-10): Lack of gland formation (or with

necrosis) with or without poorly formed/fused cribriform glands '

" For cases with >95% poorly formed/fused /cribriform glands or lack of
glands on a core or at radical prostatectomy, the component of <5% well-
formed glands is not factored into the grade.

' Poorly formed/fused /cribriform glands can be a more minor component.

Figura 5: Classificacio histologica d’Epstegt al per a definir el sistema complementari de graddei CaPr basat en
els GG [41].

Respecte els sistemes previs, aquest nou metodeboeix a estratificar de forma més
acurada els graus histologics, simplificar les gaies diagnostiques en cinc GG, i a
implementar una escala més intuitiva, que comeasaldl nimero 1 enlloc des del 6. La
recomanacio actual és reportar els GG conjuntaarabtels GS modificats per la OMS al
2016.
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1. 4. 2. Sistema d’estadiatge patologic: classifiié@ TNM (AJCC 8th Edition,
2017)

El sistema d’estadiatge TNM és el métode clinicsaerat com @old-standardper tal de
guiar les decisions terapeutiques i esta basa @télitzacio del tumor primari (malaltia
organo-confinada o nopT), I'afectacio dels ganglis limfatics regionats\) i la preséncia
de metastasis a distancipM) (Figures 6a-d. La categoria pT s’assigna en peces de
prostatectomia radical, un cop analitzades de faxhaustiva.

En edicions anteriors de la classificacio patolagie 'AJCC, els tumors prostatics organo-
confinats (pT2) se subdividien en pT2a, pT2b i p&Aduncié de la lateralitat del tumor,
per tal de mantenir la simetria amb les subcategae I'estadiatge clinic. Tanmateix, degut
a la manca de rellevancia a nivell clinic, la dkasacio actual de 'AJCC 8th Edition del
2017 no inclou aquesta subclassificacio, de foroaajs tumors pT2 soén aquells confinats
a la prostata i els pT3 aquells que s’estenen mi&s de la capsula prostatica. En canvi, la
categoria pT3 manté la seva subdivisio en pT3adbpBegons si s’evidencia invasio
extracapsular en qualsevol localitzacio, o bé $ighinvasio de les vesicules seminals amb

0 sense invasio extracapsular, respectivament [43].

Categoria Criteri T
T
TX Tumor primari no pot ser valorat
T0 Sense evidencia de tumor primari
T1 Tumor clinicament inaparent, no palpable
Tla Troballa histologica tumoral incidental % de tumor del total de teixit
ressecat)
T1b Troballa histologica tumoral incidental (> 5% tdimor del total de teixit
ressecat)
Tlc Tumor identificat per biopsia d’agulla en uarabdds Iobuls prostatics, pero
no palpable
T2 Tumor palpable i confinat a la prostata
T2a Tumor infiltra< 50% d’un Iobul
T2b Tumor infiltra > 50% d’un lobul
T2c Tumor infiltra els dos lobuls prostatics
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T3 Extensio tumoral extraprostatica, sense engaiuetures adjacents
T3a Extensio extraprostatica (uni o bilateral)
T3b Tumor envaeix vesicula (es) seminal (s)
T4 Tumor infiltra estructures adjacents diferenkssavesicules seminals (esfinte
extern, recte, bufeta urinaria, musculs elevadgraret pelvica)

=

Figura 6a: Definicié de tumor primari (T) de la classificagibnica d’estadiatge del CaPr (AJCC 8th Edition, 20[43]

Es important distingir entre I'estadiatge clini patologic, ja que aquest ultim és el que es

realitza a partir de I'analisi microscopic de lagpale prostatectomia radical. En canvi,

I'estadificacié clinica comenca un cop el diagmostologic de CaPr s’ha establert. Les

variables cliniques més freqlientment utilitzadesagsignar I'estadiatge clinic son el tacte

rectal, el PSA total seric, les imatges radiologgel GS i la limfadenectomia quirargica

[43].
Categoria Criteri T
T

T2 Tumor confinat a la prostata

T3 Extensié tumoral extraprostatica
T3a Extensi6 extraprostatica (uni o bilateral) wasid microscopica del coll vesical
T3b Tumor envaeix vesicula (es) seminal (s)

T4 Tumor infiltra estructures adjacents diferenssavesicules seminals (esfinter exte

recte, bufeta urinaria, masculs elevadors o paiwiqa)

2rn,

Figura 6b: Definicid de tumor primari (T) de la classificagatologica d’estadiatge del CaPr (AJCC 8th Editf117).
A destacar que no hi ha categoria patologica T3]. [4
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Categoria Criteri N
N
NX Ganglis limfatics regionals no valorats
NO No ganglis limfatics regionals infiltrats pentar
N1 Metastasis en gangli (s) limfatic (s) regiorgl (

Figura 6c: Definicio de I'afectacié dels ganglis limfaticggienals (N) de la classificacié patologica d'estagiée del CaPr
(AJCC 8th Edition, 2017). [43]

Categoria Criteri M
M
MO No metastasis a distancia
M1 Metastasis a distancia
Mla Gangli (s) limfatic (s) no regional (s)
M1b Os
Mlc Altres localitzacions amb o sense malaltiaassi

Figura 6d: Definicié de metastasis a distancia (M) de lagifascié patologica d’estadiatge del CaPr (AJCC 8thin,

2017). [43]

1. 5. Diagnostic del cancer de prostata

1. 5. 1. Tacte rectal

El tacte rectal (TR) no €s una tecnica extraordinariament sensiblepedadfica per detectar

el CaPr, existint un 25-50% de tumors detectablers RSA que no ho son per TR,

especialment tumors de localitzacié anterior a¢h{d4]. A més cal destacar que hi ha altres

entitats com la HBP o la prostatitis, que poden mantar tactes rectals anomals. Els

carcinomes de prostata detectables per TR acostam@nde majors dimensions, presentar

estadis més avancats i tenir extensio extra-proatanicroscopica en comparacié amb

aquells que son detectables per PSA [45].
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1.5.2. PSA

El PSAés una serina proteasa de la familia de lesaralries produida per I'epiteli prostatic

i segregada al semen, la funcié de la qual ésldigsel coagul seminal que es forma després
de I'ejaculacio. L’alliberament del PSA al torresainguini permet la seva deteccié a serum,
on esta principalment unit a proteines plasmatigioés que també compren una fraccio
lliure minoritaria. El percentatge de PSA lliur@®A), és a dir, la relacié entre el PSA lliure

i el PSA total, acostuma a ser menor en homes aaltls €n comparacié amb aquells amb
HBP o infeccions. Concretament, valors de fP&20% estan associats amb una major
probabilitat de deteccio de CaPr [46].

La determinacio serica de PSA constitueix una sipteves més importants utilitzades tant
pel cribratge de CaPr com pel seu diagnostic,anaent i pronostic, ja que els nivells a
serum correlacionen de forma significativa ambist de tenir CaPr. Habitualment, la
majoria de laboratoris consideren que un PSA skrid ng/ml és el valor Illindacit-off

entre els resultats considerats com a normalspagtdogics [47].

Una de les limitacions més importants del PSA comaacador €s que es tracta d’'una
substancia especifica de la glandula prostatica, pe del CaPr, i les seves concentracions
també poden augmentar a la HBP, en casos de [iiestatde manipulacié de la prostata,
entre d'altres situacions. Aquest fet, juntamentbala variabilitat biologica de les
concentracions de PSA en un mateix individu, lireltaeu Us com a Unica técnica emprada,
condicionant una baixa especificitat i un baix v@i@dictiu positiu. Contrariament, pacients
amb CaPr organo-confinat poden tenir valors de RAng/ml. Per aquests motius s’han
proposat diverses mesures per tal de millorar Va sensibilitat i especificitat, com per
exemple, aplicar una correccié al PSA segons lesemsions de la prostata per tal
d’identificar 'augment de concentracié de la piogeassociada a un increment de la mida
glandular. Altres procediments que es podrien tzditi serien una escala mobil que
considerés 'augment de PSA que es produeix ardbtl@ bé, observar les variacions en les
seves concentracions i les diferents mediciongzades al llarg del temps. En aquest sentit,
un increment rapid del PSA, malgrat estigui diked’interval considerat com a “normal”,

hauria de motivar I'estudi diagnostic.

L’0s del PSA com a eina de cribratge en CaPr esg@liament difés i ha comportat un
important augment en la deteccié d’aquests canckagnosticant-se aixi tumors que
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probablement no s’haguessin presentat clinican®hR7T]. Tot i aixi, les recomanacions
respecte el cribratge del CaPr i I'Us del PSA gemeontroversia [48]. En homes amb una
esperanca de vida major a 10 anys, una sistenratcable seria fer particip al pacient i
traslladar-li els pros i els contres del que pahportar el cribratge per tal d’implicar-lo en
el procés de presa de decisions [49]. Igualmentaaarells casos en que ja s’ha fet el
diagnostic de cancer, les determinacions seriaeld33AA resulten valuoses per tal d’avaluar
la resposta al tractament, aixi com per identifieaguells pacients tractats amb

prostatectomia radical o radioterapia que presantdaltia bioquimica recurrent.
1. 5. 3. Diagnostic per imatge

L’ecografia transrectal de la prostataés la tecnica d’eleccio per confirmar la presédeia
CaPr en aquells pacients amb una sospita clinigsisient basada en un TR patologic i /o
nivells elevats de PSA serics. Tanmateix, presesti@s limitacions per calcular el volum
tumoral i 'extensié extra-prostatica [50]. Totixia la realitzacié de biopsies sistematiques

guiades per ecografia ha millorat significativami@nroporcio de diagnostics de CaPr.

La ressonancia magneticdMRI) és una prova d’'imatge no invasiva de gralhtaitt per
localitzar els tumors prostatics i determinar leges dimensions i nivell d'infiltracio [51].
Les biopsies guiades per MRI s6n menys invasiveanstitueixen una eina diagnostica
efica¢ en aquells pacients amb sospita clinicaaler @mb biopsies negatives préeviament
efectuades mitjancant ecografia prostatica [52jguDel bon contrast a parts toves i la
resolucié que pot arribar a assolir la prova, laINdnbé resulta d’utilitat per avaluar

pacients amb CaPr amb un elevat risc d’afectas@§S3].
1. 5. 4. Biopsia prostatica

Els nivells de PSA juntament amb el TR i altresdexzcom I'edat dels pacients, I'étnia o la
historia familiar s'utilitzen per determinar la mssitat o0 no de realitzar una biopsia

prostatica.

El procediment més usual és el deblapsia d’'agulla (needle core biop$yguiada per

ecografia transrectal, mitjancant el qual s’obtederiorma sistematica un minim de 10-12
cilindres de prostata i d’altres addicionals ercfarde si existeix una localitzacio sospitosa
detectada per TR i/o proves d’'imatge. Frequentniestbiopsies s’obtenen per abordatge

transrectal, malgrat que la via transperineal pop@rcionar els mateixos resultats. Les
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biopsies per saturaci&20 coreg s’obtenen mitjancant un modéénplate guided biopyy

en aguells casos amb una elevada sospita de Gafpsies previes negatives. Els cilindres
de prostata obtinguts s’envien al departament tldquga en recipients separats per tal de
ser processats i reportats de forma individuakelPeatment, s’aconsella entre 1-2 cilindres
per cassette (maxim de 3), respectivament pintatsap de poder diferenciar-los [54]. Per
tal d'incrementar el llindar del diagnostic de Ca#% recomanable també realitzar seccions

histologiques a diferents nivells amb un gruix maxie 4um.

Actualment, degut a les diverses conductes termpmst utilitzades en la HBP, s’ha
experimentat un augment en la incidencia de Cafectd#s en mostres deseccid
transuretral prostatica (RTUp). Les mostres obtingudes per aquesta técnica gsenten
un pes< 12 g s’han de processar de forma integra, tipinare 6-8 cassettes, fet que
garanteix la identificacié de practicament totstalwors cT1b i aproximadament un 90%
dels que presenten un estadiatge cT1la [55-57]qkellas mostres que pesirl2 g, a més
de les capsules recomanades, s’aconsella un eapsettada 5 g addicionals de teixit. En
cas de diagnosticar un carcinoma incidental aféstatel 5% del teixit remes, s’aconsella

realitzar inclusio total, especialment si es tratitadividus joves [55].

La prostatectomia radical (PR)és una de les técniques més utilitzades en ehtragtt del
CaPr organo-confinat. Es recomana pesar la glanohdstatica abans i després de la
separacio de les vesicules seminals i obteniréssdimensions, respectivament, la vertical
(de basal a apical), la transversal, i la sagitanterior a posterior). Aixi mateix, la
superficie de la prostata ha de ser pintada peletagloder valorar correctament I'estat dels
marges de reseccio quirargics, recomanant-se t#gde dos colors diferents per tal de
caracteritzar la lateralitat del tumor. Abans dditzar seccions macroscopiques, la glandula
ha d’estar correctament fixada amb formalina al 0% a minim durant 24 hores [7]. Es
especialment rellevant de cara a I'estadiatge imelda porci6 més basal de les vesicules
seminals i la seva uni6 amb la base. Sempre i {fgaamen microscopic no es vegi
compromes, es pot obtenir teixit tumoral en frescaetivitats de recerca (biobanc, assaigs
clinics) i és aconsellable realitzar-ho tan bont@oaba la cirurgia i la mostra és remesa al

departament de patologia.

La introduccid de proves de deteccid com la detganid del PSA en sérum, o I'obtencié

de biopsies d’agulla ja sigui per sextants o banugrotocols més ampliats, de 8 a 12
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cilindres, ha permés incrementar el nombre de aiagaosticats de cancer prostatic. A més
a mes, aguests tumors s’aconsegueixen identificastadis més primerencs i en pacients
mes joves i, consequentment, s’ha observat tamldctement relatiu de la supervivencia

per aquest tipus de cancer [58].
1. 5. 4. 1. Immunohistoquimica

L’estudi immunohistoquimic és una eina diagnostieagran utilitat en determinats casos,
havent-se d’interpretar els resultats en el coritiskxbpatologic i clinico-radiologic pertinent.
Els marcadors immunohistoquimics més utilitzatsquafirmar la preséncia d’ADCs sén
els anticossos anti-ckiles basals [59], ja que aquestes cel-lules edtsents al cancer, tret
de rares excepcions. Els principals anticossoscpefirmar la seva presencia son les
citoqueratines d’alt pes molecula34E12 o CK903 i la proteinap63. Es important
destacar que la perdua de cél-lules basals nopésifisa de carcinoma i també es pot
observar en entitats benignes pseudo-neoplasicoms| adenosi o I'atrofia parcial [60].

L’anticos AMACR (P504S o racemasajambé s'utilitza perquéproximadament, el 80-
100% dels ADCs acinars s6n AMACR-positius. Es remoanutilitzar-lo conjuntament amb
marcadors anti-célles basals perquée pot caracteritzar tant I'eégitelstatic neoplasic com

el pre-neoplasic d’alt grau.

L’expressié de la proteinBRG és altament especifica d’epiteli prostatic neoplasro
presenta una sensibilitat del 50% i es caracteritmabé per ser significativament
heterogénia, probablement pel desenvolupamentfelenis subclones durant la progressio

tumoral [61].

Existeix una situacié on la immunohistoquimicanépaper rellevant, com és el diagnostic
diferencial entre 'ADC prostatic pobrament difecext i el carcinoma urotelial (UC). Els
millors marcadors en aquest escenari B8A i GATA3 [59,62]. GATA3 és un factor de
transcripcié que modera la diferenciacio cel- lulatelial, s’expressa en un 80% dels UCs,
I és negatiu en practicament la majoria d’ADCs fariss. En canvi, PSA és positiu al 90-
95% dels ADCs prostatics d’alt grau i negatiu at3sU

46



1. 6. Tractament del cancer de prostata

1. 6. 1. Tractament quirdrgic - Prostatectomia radcal

Es tracta d’'un dels procediments més utilitzatdnaetament del CaPr localitzat, podent-se
realitzar per cirurgia oberta, laparoscopica o ticho Un maneig apropiat aixi com una
analisi exhaustiva de la mostra obtinguda és fongahper caracteritzar el tumor en quant
a grau, volum, estadiatge patologic, estat delgyesade reseccié quirdrgica, totes elles
variables que guien el maneig del pacient i mareghgmonostic [56]. Concretament, el GS
juntament amb l'estadiatge clinic i la determinas@dica de PSA constitueixen importants

factors predictius de I'evolucio post-radioterapia.

A l'actualitat, malgrat que l'increment relatiu tesupervivéncia per CaPr degut a la seva
deteccid precog es tracta d’'una tendéncia positiVen generat certes controversies en
relacié a la necessitat de realitzar o no PR if@slractaments radicals, especialment en
pacients joves i amb tumors de poc volum, ja quests procediments no estan exempts de

morbilitat i tenen un cost economic important.
1. 6. 2. Tractament adjuvant del cancer de prostataRadioterapia (RT)

S'utilitzen dues formes de RT per tractar el Ca®mRT externa i la braquiterapia o RT
d’'implantacié intersticial. Aquesta Ultima consisten administrar una font radioactiva
(iode-123 (1-123), or-198 (Au-198), pal-ladi i idlins la prostata i guiada per ecografia.
La seva indicacid0 queda restringida a tumors petitsestadi T1 o T2, amb resultats

semblants als de la cirurgia.

En linies generals, en tumors localitzats de beaxigels resultats obtinguts amb cirurgia i

amb RT externa sén equivalents, amb taxes de ¢aetnmalaltia a 5 anys del 80%.
1. 6. 3. Hormonoterapia i quimioterapia

El CaPr esta constituit per una poblaciéo heter@geéei cel-lules androgen-dependents i
androgen-independents. La supressio hormonal avdepyr androgéenica consisteix en

aplicar tractaments que aconsegueixen disminumatim els nivells de testosterona a
I'organisme, frenant el creixement de les prima@slules, perd no de les segones. Amb
aquest terapia de deprivacié hormonal s’ha obsguwatdisminueixen tant les dimensions

de la glandula prostatica normal com les del tumor.
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Es pot aconseguir la disminucié dels nivells d'agens circulants mitjancant diferents
meétodes com, per exemple clastracid quirdrgica (orquiectomia), que té un rapid efecte
supressor hormonal i esta indicada en les compressnedul-lars per metastasis. Els
antiandrogens (bicalutamida, flutamida, acetat de ciproteronag@ gompeteixen amb el
receptor androgénic i solen utilitzar-se conjuntaimamb agonistes de la LHRH
(goserelina, leuprorelina, triptorelina, buserélirambé suprimeixen la secrecié de LH i

d’androgens.

La quimioterapia (docetaxel, cabazitaxel, mitoxantrona) ja es vatrapgfectiva als anys
90 com a tractament pal-liatiu del CaPr, i habimgadt s’utilitza quan la terapia hormonal ja
no és util perqué el tumor és transforma en redisak tractament hormonal. Fins a
I'actualitat, la combinacié docetaxel-prednisonadsdat considerada com a tractament
estandard del CaPr resistent a la castracié. Lmigtérapia amb docetaxel es recomana en
pacients amb CaPr metastasic associada al tradtamieral amb analegs LHRH,
especialment en pacients amb un gran volum tuna@bretot, amb malaltia metastasica
d’inici [63]. D’altra banda, el cabazitaxel va ser el primer f&rraprovat al nostre pais per
alaindicacié de CaPr resistent a castracio hguarogressat a quimioterapia amb docetaxel.
Com a alternativa terapéutica en casos de CaPstagizs resistents a castracio en pacients
que han progressat al tractament amb docetaxdbétathan comercialitzat recentment al
nostre pais nous farmacs hormonals, com I'enzaldtanf’abiraterona en combinacié amb

prednisona.
1. 6. 4. Tractament segons estadiatge

Per als tumors amb estadiatges T1 i T2, no exidies al moment cap estudi comparatiu
directe entre les tres opcions de tractament. Erergé en pacients joves es recomana
cirurgia i en pacients de més edat la recomanaci@léservacio o bé, la radioterapia [63].
Per als estadiatges T3 i T&6 opcions de tractament recomanades son la Rfhexamb o
sense braquiterapia, la RTUp, la PR o bé, la tarhprmonal basada en la supressié
androgenica, usualment en combinacié amb la caurgi RT [63].

1. 6. 5. Recidiva bioquimica

Després de la realitzacio de la PR, els paciemsnhsinitoritzats amb determinacions de
PSA. Quan les xifres de PSA post-PR son superiddgdang/ml es considera recidiva

bioquimica i es sospita de I'existéncia de possibletastasis locorregionals o a distancia.
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Després de la realitzacié de RT com a tractamdr@aler localitzat, el descens dels nivells
de PSA és paulati (a diferencia de la PR) finsoamseguir urvalor nadir, que és el valor
minim assolit post-tractament i que s’utilitza canmneferencia per al posterior seguiment.
Existeixen diversos criteris per tal de diagnostigaa recidiva bioquimica post-tractament
amb RT: quan es constata la preséncia de trescaagssuccessives a partir del valor nadir
(definici6 ASTRO), i quan s’evidencia un augmentcden a minim 2 ng/ml per sobre del

valor nadir (valor nadir+2) (definicié Houston),tend’altres [64].
1. 7. Pronostic i factors predictius del cancer dprostata

El fet de reportafactors pronostics del CaPr en biopsies d’agullés d'utilitat alhora de
predir les troballes histologiques definitives aPR i estimar el risc de progressio de la
malaltia amb o sense tractament amb intencié eardl College of American Pathologists
(CAP) recomana reportar els segtients trets patsotpus histologic, nombre de cilindres
afectats per tumor, nombre total de cilindres a@htis, extensio lineal tumoral i/o proporcié
de teixit prostatic afectat per tumor, GS, GG, pneta d’extensid extraprostatica, i invasio
de les vesicules seminals [5B]aquests, el factor predictiu i pronostic més imiaot és el
GS, ja que s'utilitza per predir I'estadiatge poperatorj la progressio tumoral i la
mortalitat associada [7]. Igualment, el GS té upepadecisiu en quant al tractament.
Actualment, la majoria de protocols de vigilanaitivaa (VA) exclouen els pacients amb un
GS > 6 [65]. LaVA és una estratégia emergent de maneig clinic endheds pacients
diagnosticats de CaPr son controlats de formaaeguitjancant determinacions sériques de
PSA, TR i repeticié de biopsies 6-12 mesos degjgkdiagnostic inicial i després anualment
durant 10 anys, enlloc de rebre un tractament inmhéedefinitiu. L’aplicabilitat d’aquest
meétode es basa en una bona seleccid de pacientsaixnt molt baix risc [66], els criteris
d’inclusio del qual sonedat, nivells sérics de PSA, GS, nombre de cilmafectats per
tumor i proporcié de teixit tumoral afectant eléedentscores[65]. Tanmateix, un estudi
recent evidencia que els pacients amb CaPr loatlitzlinicament detectat i amb una
esperanca de vida llarga van beneficiar-se ddbimant quirdrgic (PR), amb un guany mig
de 2,9 anys de vida [67].

Els pacients amb ADC prostatic amb diferenciaci@taluo sarcomatoide, carcinoma

neuroendocri de cél-lula petita, o carcinoma infcéal no son candidats a sotmetre’s a VA
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ja que aquestes variants histologiques s'asso@éjorapronostic. En aquest sentit, un factor
limitant d’éxit de la VA és la presencia d’'un caix@na d’alt grau no biopsiat [65].

L’estratificacié del risc en diferents categories flacilitat el maneig clinic aixi com la
implementacio de les estratégies terapeutiquelcaa@ continuacio es mostra un exemple
d’estratificacié del risc del National Comprehemsi€ancer Netwofk (NCCN®), que

incorpora factors clinics i patologics [6@jigura 7).
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Figura 7: Estratificacio del CaPr en grups de risc de la NEQNCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology for
prostate cancer, V.1.2016) [68].

Un cop analitzada lpeca de PR l'altre factor pronostic important de cara a jred
probabilitat de recurréncia i mortalitat associ@édal’estadiatge patologic (veure apartat
1.4.2. Sistema d’estadiatge patologic: classifitatNM (AJCC 8th Edition, 2017)).
L’extensié extraprostatica del CaPr és un factadimtor independent de recurréncia
bioquimica post-PR [69-71]. La invasio de les velgis seminals (IVS) també és un factor
pronostic advers determinant de supervivénciadlide malaltia post-PR. L'estat dels
marges quirurgics i I'extensio afectada per tumorekcas d’'un marge quirdrgic positiu
també son factors predictors de recurréncia bioigaipost-PR [72], motiu pel qual la ISUP
recomana reportar la longitud (en mm) de tumortafécel marge [56]. La preséncia
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d’invasi6 perineural no mostra associacié amb eh@stic dels pacients [73], a diferencia
de la invasié angio-limfatica, que es pot arribatemtificar en un 5-53% de les PR.

Finalment, els biomarcadors d'utilitat clinica podaroporcionar informacié més precisa
que la que ofereix la morfologia mitjancant la ind’Hematoxilina-Eosina. Actualment,
I'aparicié de nous biomarcadors predictius d’agxéiss tumoral és necessaria ja que sera

de gran ajuda alhora de determinar el pronosttcaefament i el maneig clinic dels pacients.

1. 8. Caracteristiques moleculars del cancer de pstata i carcinogenesi
prostatica

El CaPr és una malaltia multifocal i s6n molts etdudis en els quals s’han analitzat
molecularment diferents focus tumorals dins d’'ursdeixa glandula, que constaten que els
origens d’'aquests focus son independents [74,7&@)c@tament, a nivell morfologic i/o
genomic, tant I'heterogeneitat tumoral com la \@li@at intra o interindividual
caracteristica d’aquestes neoplasies, venen de$infdnamentalment per alteracions

cromosomiques estructurals i/o numeriques més gumptacions puntuals propiament.

Estudis genétics recents en CaPr han revelat n@edaiteracions a I’ADN que impliquen
desregulacié genica en processos com el desenvotupalel teixit prostatic, modificacié
cromatinica, regulacio del cicle cel-lular i seitgakcié androgénica, entre d’altres [76].
Bergeret al. van publicar un estudi I'any 2011 que represenfavarimera analisi de
sequenciacié genomicsVhole genome sequencjrde CaPr en éssers humans. L’elevada
prevalenca d’alguns gens de fusié presents de forouarent en aquests tumors va ressaltar
la importancia dels reordenaments cromosomics cestdaveniments cabdals en l'inici de

la carcinogenesi prostatica [77].

Al 2013 Baceet al.van sequenciar el genoma de 57 tumors prostdgogificant abundants
translocacions i delecions a I’ADN originades derfa independent. Van descriure aquest
fenomen com a “cromoplexia” (del grgteko, que significa entrellacar o trenar), fent
referencia al procés de reestructuracié genomitajyed multiples regions genomiques
geograficament distants es trenquen simultanianhentromoplexia sembla tenir un paper
important en la tumorogenesi del CaPr, mitjanchineecament de gens supressors tumorals
i la creacio de gens de fusi6 amb potencial ondod@®]. Gens que de forma recurrent
presentarien alteracions estructurals per cromapsetierlPTEN, NKX3.1, CDKN1B, TP53
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i RB, entre d’'altreq78]. De forma consensuada, es va acceptar quellieid tumoral
comencaria amb events com la perduaNkeX3.1 o la fusi6 deTMPRSS2i ERG i
prosseguiria amb la perdua @®KN1B TP53i PTEN EI grau histologic tumoral podria

ser un reflex de la seva progressio al llarg d’atpueia molecular.

Respecte a les metastasis, treballs més recentempiades que suggereixen que aquestes
s’originarien molt probablement d’un Unic focus twad [79-81]. D’aquesta forma, sembla
gue I'heterogeneitat d'una neoplasia s'incremeatarimesura que diferents alteracions
genétigues co-existents permeten que les clonepateirin entre elles dins del micro-
ambient tumoral. | aixi, aquesta heterogeneitat@sosemblaria atenuar-se quan la clona
tumoral amb més capacitat adaptativa emergeixecompotencial metastasic locorregional

i/o a distancia.

Amb la recent implementacié de noves técniques catdes de seqlienciacié massiva i la
seva utilitzacié creixent s’estan podent definibguips de CaPr, tot i que encara no es
disposa d’una classificacié molecular exhaustiva germeti elaborar guies estratégiques
respecte el tractament i pronostic en aquestsadi@l-85]. En aquest sentit, existeixen a
la literatura cientifica treballs d’investigaciéeghan caracteritzat multiples gens implicats
en CaPr, tant esporadic com familiar, descrivirgteal possible rol en les diverses etapes de

la carcinogenesi prostatica [81,83,86-@8pura 8).
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1. 8. 1. Gens de fusi6: tumors “ETS-positius”

L’existéncia de reordenaments genetics entre ergguat per androgens Transmembrane
Protease Serine 2MPRSS2) alguns factors de transcripcié oncogenics pgeats a la
familia E twenty-six (ETS), va ser descrita penpara vegada per Tomlirs al[90].

Concretament, van caracteritzar el reordenamenhasomic entreTMPRSS2i ERG
membre de la familia ETS, que dodna lloc al genud@fconegut com aMPRSS2-ERG,
present en aproximadament un 50% dels casos de iGpkractualment defineix el major

subgrup molecular en aquestes neoplasies [91].

TMPRSSZ4210922.3) iIERG (21922.2) es localitzen al cromosoma 21 a 2,9 beeggs de
distancia [92]. La fusi6 entre aquests dos genmoeproduir tant per translocacié com per
delecié de la regid cromosomica que els separa, anmab freqiiéncia de 55 i 45%,
respectivament per cadascun dels mecanismes T88]. que s’han reportat més de 20
isoformes deTMPRSS2-ERG93], la més habitual és aquella que implica ad’d de
TMPRSS2 a I'ex6 4 dERG.La preséncia d’'algunes d’aguestes isoformes, ctamsnt
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aquelles en les quals es veuen implicades els ex@meTMPRSS2 I'ex6 4 dERG van
ser descrites per Wamg al, associades amb trets tumorals més agressius [94]

Meierset al. han reportat multifocalitat del CaPr amb unaiigstria que varia entre un 67%

i un 87% en peces de PR analitzades [95]. En agoestxt demultifocalitat tumoral ,
diferents grups han analitzat les fusions dels §dr$s demostrant que entre un 32,5% i un
67% de casos alberguen focus tumorals que diferarére ells respecte la preséncia de
fusionsETSo bé, respecte el mecanisme de fusio pel quakéegie’han produit, recolzant
aixi el concepte de multiclonalitat tumoral [61 %8,

Inicialment, la presencia dEMPRSS2-ERGa ser identificada tant en cancers organo-
confinats com metastasics i refractaris a tractamermonal. Tanmateix, al 2006 Cerveira
et al. van descriure per primera vegada la presencidifeRSS2-ER@n un 21% de casos
corresponents a lesions de PIN, en comparacié arbBb% dels CaPr organo-confinats [98],
suggerint d’aquesta manera la seva implicacié coavent inicial en la carcinogéenesi
prostatica [3,90,99]Aixi, les lesions de HGPIN i el CaPr semblen compartitfilpe
transcripcionals molt semblants [100].

Més tard, Furusatet al [96] van demostrar també la preséncia d’aquestdgefusio en
I'epiteli prostatic benigne, estudi en que es relaciona aquesta troballa angrobable
aparicio de carcinoma en fases posteriors. Aquedts's suggereixen que la deteccio de
TMPRSS2-ER@n glandules benignes, sigui en biopsies d’aguka mostres de RTUp,
hauria de ser considerada com a factor rellevéworalde realitzar una VA més estricta en
aguests pacients.

Respecte a lametastasis la incidencia d@MPRSS2-ER®@n CaPr clinicament localitzat i
el cancer metastasic resistent a castrésiforca similar. Perneat al. [99] van reportar
respectivament unes frequéencies del 48,5% i del, 38&ntre que Saramakit al. van
descriure una incidencia lleugerament superior lecag dels tumors metastasics (37%)
[101]. Aquestes dades juntament amb les evidentaes estudis on es mostra que els
focus metastasics en un mateix pacient son uniimené positius 0 negatius respecte
I'estatus de les fusioriSTS recolzarien que la “sembra metastasica” es pirdaeartir
d’un sol focus [79,102].

Respecte a laupervivéncia i el pronosticen pacients amb la transloca@®PRSS2-ERG
alguns autors com Weischenfeklt al. [103] i Steureret al. [104] han correlacionat la

presencia del reordenament amb una aparicio masemnca del CaPr. Una explicacio
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plausible a aquest fet seria que en pacients niés g5 troba una senyalitzacié androgenica
més elevada. Attaret al comparant una cohort d’homes sense la fusiéamkaltre on si
estava present, va demostrar que en aquesta (@tippeonostic i la supervivencia eren
clarament pitjors [105]. Previament, Pernet al havien descrit una associacio
estadisticament significativa entre els tumors amobdenament dEMPRSS2-ER@roduit

per deleciod i un estadiatge més avancat, aixi goinla presencia de metastasis en ganglis
limfatics pélvics, associant la fusio mitjancaniede amb trets de progressio tumoral [106].
Tanmateix, en aquest terreny hi ha forca discrapan®’una banda, hi ha treballs que
descriuen associacions entre les fusions dels [§€8s trets cancerigens que confereixen
pitjor pronostic i un fenotip més agressiu [93,1@B]. En aquest sentit, Tomliret al
suggereixen que els CaPMIPRSS2-ER@ositius, sind es tracten, poden tenir un curscclin
meés virulent que aquells sense la translocacio gieasi en una deteccio més precog [109].
Demicheliset al.van descriure una correlacio estadisticamentfiigtiva entre la preséncia
deTMPRSS2-ERGun fenotip tumoral més agressiu responsabléagaricié de metastasis

o de mort per malaltia [110]. Finalment, Attagtial. van correlacionar significativament
TMPRSS2-ER@mb majors GS, estadiatges clinics més avangatglis basals de PSA
seéric més elevats [105]. D’altra banda, hi ha astad els quals es descriuen associacions
entre el gen de fusié i GS més baixos [111] i ujomgmps de supervivéncia lliure de
recurrencia [101].

En lI'esfor¢ de caracteritzar altres alteracionsuesiirals en CaPr, al llarg dels anys s’han
descrit també fusions entfdPRSS2 altres membres de la familia de g&¥sS com sén
ETS Variant 1 (ETV1) (7p21.2),ETS Variant 4 (ETV4) (17921.31) ETS Variant 5
(ETVS) (3927.2) i Friend Leukaemia Virus IntegrationFL[1) (11924.3)

Al 2005, Tomlinset al [90] van descriure que el 57% dels CaPr presentagbreexpressio
d’'ERGoO ETV], suggerint a més que aquestes fusions genétinda sausa més probable
d’aquesta sobreexpressio, i confirmant el seu taranituament excloent. En aquest sentit,
Attard et al també van descriure reordenaments genetics deEg¥1 en un 5.4% dels

tumors de prostata [112].

Més tard, al 2006 també Tomlimt al. van caracteritzar una nova fusié entre els gens
TMPRSS2 ETV4, present en només el 2% dels casos [113]. Estudikiadals van
permetre també la identificacié del g&fiV5 com el quart membre de la famik&r'S

involucrat en els reordenaments genetics en Caffgesoret al. [114] van caracteritzar dos
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casos amb fusions d’aquest gen. Concretgmentas presentavlMPRSS2:ETVbl'altre
SLC45A3:ETVhrepresentant aproximadament un 1% dels casosrangdocacions.

(a) (b) No rearrangement

Figura 9: Complexitat de les fusions genétiques de la faniillS i possibles variants. (a) Gens de la far&ili& plau)
principalment implicats en les translocacions i eldltiples partners descrits yermell) (b) Mecanismes genétics
identificats a partir dels quals es produeix el genfusi6TMPRSS2-ERGper delecid fletxe$ o insercié en un altre
cromosoma [112].

El reordenamentMPRSS2-ERGepresenta el 90% de totes les fusions que s’baaritl
entre TMPRSS2 membres de la familia de geB§S[77,115,116]. Conjuntament, les
fusions que impliqueBTV1], ETV4i ETV5representen un 5-10% dels CaPr [93,112]. D’altra
banda, aquesta familia de gens pot també fusi@enamb altres parelles. El sequartner
d’ERG més frequent en CaPr és el garC45A3 (Solute Carrier Familiy 45, membre 3
gene) [117-120]. La proteina codificada per aqgest també anomenada prosteina, és un
marcador especific de I'epiteli prostatic benignemaligne, que no s’ha detectat fins al
moment en altres teixits [120]. Al 2013 Permtral [121] van reportar que la pérdua
d’expressio de SLC45A3 com a resultat del reordemamgenetic s’'associava
estadisticament amb un menor temps de recurremigimica i un major GS. D’altra
banda, la coexistencia de les translocaciiiPRSS2-ERGSLC45A3-ERG’ha descrit en
alguns tumors prostatics, demostrant-se que esnppodluir multiples reordenaments
simultanis dintre d’'una mateixa neoplasia [119,12@]. Els resultats d’Hernandet al
[123] van posar de manifest per primera vegad&lkcio entre el reordenament Unic de
TMPRSS2-ERGtumors amb un G&, i la presencia de dobles reordenam@M®PRSS2-
ERGi SLC45A3-ERGimb tumors amb G8. A mes, també s’ha descrit g8&C45A3-
ERGapareix meés freqiientment com a segona fusio @s cae ja presenten el gen de fusio
TMPRSS2-ER}119,120]. Cal destacar la baixa incidéncia deohsSLC45A3-ERGen
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tumors GS=6 i la tendéencia a incrementar-se enlasiep GS7, fet que suggereix que
I'aparicio d’aquesta fusio podria estar relacionatigcta o indirectament, amb la transicié
de patrons de GS 3 a 4. Els resultats de Font-€eldd. [108] suggereixen que les dobles
fusionsTMPRSS2-ERGSLC45A3-ERGenen per si mateixes un efecte important respecte
el grau tumoral i el pronostic. Estudis posterid@4] van demostrar a més que els CaPr
amb el fenotip denomindtriple hit” (ERG positiu / SLC45A3 perdut / PTEN perdut)
progressen més rapidament, presentant un menos eergupervivencia lliure de progressio
bioquimica. A més, en aquest treball es fa emfagije els tumors amb aquest fenotip

haurien de ser exclosos de VA i ser consideratsaoandidats per terapies intensives.
1. 8. 2. Tumors “ETS-negatius”

Speckle-type POZ (SPOP)és una ubiquitina ligasa, que catalitza la tragsigia de
ubiquitina a substrats proteics particulars mart@nper a la seva degradacié mitjancant el
proteosoma. Les mutacions al g@ROPs’han descrit en un 8-14% dels tumors prostatics
[125], afectant a aminoacids especifics localitzata fenedura d’unio al substrat proteic.
Malgrat els mecanismes pels qual es produeix afgmsinen encara no estan prou definits,
aquesta localitzacio tant concreta de les mutacib8®OP suggereix que aquestes van
adquirint durant la carcinogéenesi una seleccidtpasalterant les seves unions als diferents
substrats aixi com el procés d’ubiquitinitzaci@wairint d’aquesta manera la tumorogenesi.
S’ha descrit que les mutacions del @#OPson mutuament excloents amb les fusions del
gensETS.De fet, s’ha definit I'existéncia d’'una subclasselecularETSnegativa, amb un
caracter mutuament excloent ambBTSpositiva [81,85].

En aquest sentit, hi ha for¢a estudis que han deatapie els CaPETSpositius IETS
negatius presenten perfils transcripcionals diversaggerint-se que representen malalties
diferents [100]. Tanmateix, les alteracions molauiclau en els tumoilSTSnegatius
encara no estan ben definides i, en I'esfor¢ dactantzar nous biomarcadors, Tomlgts

al. van identificar que la protei@PINK1 (Serine Peptidase Inhibitor Kazal type 1)es
troba sobreexpressada en un 10% dels EdaBnegatius [126].
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1. 8. 3. Desenvolupament prostatic i regulacié andgenica

Epidermal Growth Factor (EGF) i el seu receptor EGFR) també s’han relacionat amb
la progressio tumoral i, al disposar de farmacs@$ips dirigits, existeix un interés creixent
en aquestes moléeculé&sGF/EGFRes poden trobar expressats de forma aberrardlt@aPr
androgen-independent com al metastasic, i s’ags@i# un fenotip agressiu, GS elevat,
pronostic pobre i temps de supervivencia dismimaittribuint aixi al desenvolupament del
CaPr resistent a castracio i a la progressio nastiast [127-130]. Estudis recents posen de
manifest el paper que desenvolufeBF/EGFRen la senyalitzacié cel-lular induint el
procés conegut com a transicié epiteli mesenquiehl(), en el qual de forma gradual les
cel-lules epitelials perden les seves caractanesigqtrinseques, adquirint trets propis de les
cel-lules mesenquimals [129]. Als carcinomes, enegd, 'EMT i la sobreexpressio
d’EGFR sobn events practicament simultanis, queetscionen amb un risc augmentat
d’aparicié de metastasis [131,132]. Particularmah€aPr hi ha cada vegada més treballs
que recolzen I'associacio d’EMT amb una evolucididual més agressiva. El CaPr és la
tercera neoplasia en la qual les mutacioSG& R presenten una major prevalenca, sent
I'alteracié més freqlient la sobreexpressio protédeaMugaet al.van descriure la preséncia
d’alteracions moleculars combinades a la viB@FRPTENen aproximadament el 35% de
les neoplasies de prostata, afectant de forma ié@ficativa als tumors d’alt GS i estadis

patologics avancgats [133].

Fibroblast Growth Factor Receptor 3 (FGFR3) és un gen que es relaciona amb
carcinomes urotelials de baix grau histologic i apolm pronostic, ja que aquests tumors
freqientment es diagnostiquen en estadis poc agangejuesta associacié esta
documentada de forma extensa a la literatura [B34,1no obstant,FGFR3 esta
relativament poc estudiat en CaPr. Els resultatdigais per Hernandez & al [136]
indiquen que l'aparici6 de mutacions en aquest gjassocia de forma estadisticament
significativa amb CaPr amb GS combinat 6 (3+3)seetlescriure la seva preséncia en
cancers amb GS 8 ni metastasis. No obstant, no sembla tractaftse gen cabdal en la
carcinogenesi prostatica, si bé la presencia desailteracions estructurals ha permes
descriure un subgrup de tumors prostatics de bax gla seva relacio amb I'aparicio de
tumors indolents, principalment originats a buigbell. Tanmateix, malgrat la informacio

cientifica generada, continua sense definir-seagiant si existeix o no una relacio
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patogénica entre el cancer de bufeta urinariadiegbrostata que pugui estar mediada per

aquest gen.

La familia de lesslutation-S-Transferases (GSTsrompren multiples proteines, I'activitat
de les quals és fonamentalment la de catalitzaeseeaccions bioquimiques per tal de
detoxificar I'organisme. Cal destacar el rol deh@&ST classe pi(GST-pi), com a gen
protector ¢aretaker geng donat que preveu les consequéncies ocasionadesdapy i
patiment cel-lular [137]. Jiangt al. destaquerGST-picom un dels gens que es troba
aberrantment hipermetilat al CaPr (70-80% dels tsijrendiferéncia de la HBP, condicio en
la que habitualment es troba hipometilat [138]rédtautors com Martignanoef al. [139]
confirmen immunohistoquimicament que la metilacoinporta una perdua d’expressio
proteica, de forma que la proteina GSTP1 s’exprtasga les cel-lules basals com luminals
de les glandules benignes, Unicament s’expresss @l- lules basals de les glandules amb
PIN i, I'expressié es negativitza a les glandulesidrals. En aquest sentit, la perdua
progressiva de GSTP1 des de I'epiteli glandulamady al pre-neoplasic i finalment al

tumoral, podria constituir un dels canvis genéti€s inicials en la carcinogenesi prostatica.

Homeobox Gene NKX3.1(NKX3.1) pertany a la familia de gens de tipus homeobox 0
homedtics, és a dir, quendifiquen factors de transcripcié especifics nea@reguen de
regular la formaci6 i diferenciaci6 d’organs, actua també com a
supressorgumorals. ConcretamentyKX3.1 és un gen homeobox regulat per androgens,
especific de la prostata, que té un paper critel seu desenvolupament morfologic i actua
també com a supressor tumoral, regulant negativiaelecreixement cel-lular epitelial.
Malgrat que no s’han identificat mutacions con@et® aquest gen mitjancant estudis
moleculars convencionals [86], Baea al descriuen la pérdua déKX3.1com a event
inicial en la tumorogenesi prostatiagatekeeper evenf78]. A nivell cromosomic, dintre
de les alteracions del nombre de copies (CNA)elalya més freqiient en CaPr implica al
bra¢ curt del cromosoma 8, concretament I'inteafl1.3-p21.2, que conté el gaKX3.1

a la citobanda 8p21.2. En una meta-analisi puldiget Williamset al, la delecié de 8p va
ser el CNA més recurrent dels casos analitzats,wanibtal de 61,8% (409/662) de tumors
afectats. Respectivament, la incidéncia d’aqudtteaaio va ser del 55,7% i del 90,5% en
cancers organo-confinats i avancats [140].

El receptor d’androgen (AR) és un receptor hormonal nuclear la regulacié del s

crucial en el desenvolupament del teixit prostadianal i cancerés. La zona d’unio de I'AR
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es troba implicada en la iniciacié tumoral ja qa@esta regid esta proxima als punts de
ruptura que a nivell cromosomic donen lloc als deaaments [78]. Per aguest motiu,
actualment el bloqueig de la via androgénica coatsent el pilar fonamental del tractament
alternatiu a la cirurgia, malgrat que en la majde#s casos Unicament suposa una forma de

posposar la inevitable progressio de la malaltia.

S’han descrit alteracions en diferents gens quempoabdular I'activitat de 'AR com, per
exemple, eNuclear Receptor Co-Activator 2 NCOA?2) i el Forkhead-Box A1 FOXAL).

En pacients no castrats que tenemmors prostatics amb mutacions #COA2
sobreexpressio o nivells elevats d’amplificacidiasobservat una major probabilitat de
recurrencia [84]. D’altra band&OXA1és un cofactor de I'AR que es troba mutat de forma
recurrent tant en tumors primaris com metastasi8s] [amb una frequéencia
d’aproximadament el 2,9% [141]. L'expressid de FQXAembla que incrementa la
proliferacio cel-lular en preséncia androgeéenicadria tenir un rol en la progressio a CaPr
resistent a castracié [81]. En aquest sentit, \Gigailet al van suggerir que I'amplificacio
de I'AR emergeix durant la terapia de deprivacidragénica, facilitant el creixement
cel-lular en ambients tumorals amb baixes concantra d’androgen. En aquest treball es
van realitzar tecniques d’hibridacio genomica coraga que varen mostrar amplificacié de
la regié Xgl1-g13, on es troba el AR, en un 30% demors estudiats que presentaven

recurréncia durant la deprivacio androgenica [142].
1. 8. 4. Vies classiques de regulacié i senyalitaacel- lular
1. 8. 4. 1. Via PI3K-AKT

Les vies de senyalitzacio cel-lular de la fosftidsitol 3-quinasaPI3K)—-AKT i RAS—

MAPK es troben desregulades en una amplia varietainaers en I'ésser huma, ja sigui per
guany o bé, per pérdua d’alguns dels componenthiqeeticipen en la seva regulacié, com
per exemplePTEN La familia d’enzims PI3K desenvolupen funcionkloérs tals com el

creixement, la proliferacié i la diferenciacié acom la motilitat i la supervivencia de les
cel-lules. Les alteracions en aquesta via de sé&rg@b cel-lular, particularment al gen
PTEN tenen un pes important al CaPr, sent per aqusit oma potencial diana terapeutica.
Malgrat que les alteracions mutacionaBIaKCA-AKT &n infrequients en aquests tumors,
Barbieriet al.van reportar quBIK3CA presenta amplificacions i mutacions activantsren u

25% i un 5% d’aquests cancers, respectivament f&fgll et al.[143] van descriure que en
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alguns d’aquests tumors, concretament als d’alt,gle via dePI3BKCA-AKT es troba
activada, sigui per sobreexpressié de 'ARN missaignARN) dePI3KCA o bé, per
augment del nombre de copies d’aquest gen, fetgumgporta una sobreexpressié proteica
d’AKT.

Phosphatase and Tensin Homolod®TEN) (10g23),és un gen supressor tumoral amb
funcions reguladores a nivell del cicle cel-lulaadhesio cel-lular. Controla la via de
senyalitzacié d®I3KCA-AKTmitjancant la defosforilacio d’alguns intermedsgper tal de
desactivar el procés de senyalitzacié cel-lularKRI8pendent. La pérdua deTEN
comporta un increment en l'activitat d’AKT i, comgntment, de la supervivencia cel- lular;

I ha estat relacionada amb I'edat i amb un est&ali&-positiu [103]. Les delecions al locus
dePTENs’han descrit en un 40% dels CaPr primaris, manieeles mutacions inactivants
en un menor percentatge, aproximadament en un 5{80%5,104]. Baceet al [78]
descriuen que les alteracions cromosomiques comenaeumular-se en fases inicials de la
carcinogenesi prostatica per conduir, en fase®post, a la inactivacio de gens supressors
tumorals comTP53 0 PTEN les alteracions dels quals sébn més comunes guisteir
malaltia avancada [81,84]. Actualment, I'associad@la pérdua d®TEN amb tumors
prostatics d’alt grau es troba més ampliament decuada [144-146]. Un estudi recent ha
demostrat que la perdua €EN permetria identificar quins cancers pertanyentsa
subgrup de tumors amb GS=6 diagnosticats per Bapasgulla tenen major probabilitat de
presentar un major GS a la pe¢a de PR. Aixi, el®ts amb perdua proteica de PTEN tenen
major risc de ser sobregradats amb I'analisi d@Rarespecte d’aquells que no presenten
aquesta pérdua [147]. Diferents treballs han retetiels reordenaments=RGi la pérdua
d’expressio de PTEN amb la formacié de tumors pticst més agressius [108,148-150].
D’altra banda, Halvorseet al van reportar que la pérdua combinadaPd&EN i p27
s’associa amb una major proliferacio intratumoedédtada amb Ki-67 aixi com amb un risc
incrementat de recurrencia en aquells casos dedg#&ro-confinats [151]. Un estudi recent
també descriu diferents patrons moleculars d’espbete PTEN i p27 als tumors amb patrd
de Gleason 4, sent diferent en aquells que presemtefologia cribiforme respecte dels que
no la presenten, suggerint que les perdues de PJEN p27 podrien ser marcadors
pronostics diferencials alhora de caracteritzaplasses amb aquestes variants de Gleason
4 [152].

61



1. 8. 4. 2. Via MAPK-ERK

Lavia de senyalitzaci6 MAPK-ERK presenta un rol cabdal en altres cancers, majgeat

al de prostata el seu paper esta poc definit. @partat que la via podria estar alterada en
tumors avancats [84] i també s’ha implicat com &pciadora de I'activitat transcripcional
de 'AR. Les mutacions ERASI BRAF,proteinegjuinases que es troben a l'inici de la via
RAF-MEK-ERK (MAPK), s’han descrit en aproximadamemt 10% dels pacients asiatics

pero son molt infreqUents a la raca caucasica 48353.

1. 8. 4. 3. TP53, KLF6 i Retinoblastoma

Les alteracions genéetiques que condueixen a ua c&llular descontrolat son crucials en
I'oncogenesi. Al CaPr, les mutacions als oncoggens supressors tumorals més frequents
no presenten una elevada prevalencga. Concretalasralteracions moleculars alimor
Protein p53 (TP53), un gen supressor tumoral classic, s’han reportét @ma freqiéencia
oscil-lant entre 3-42 %, presentant-se amb magmUfncia en tumors en estadis avancats
i/o metastasis, i considerant-se doncs un fenoareia £n la carcinogéenesi prostatica [141].
En models murins de CaPr, la inactivaciéTdR53 és necessaria per tal de sobrepassar els
mecanismes de senescencia cel-lular que s’actimanent amb la perdua BEEN[153].

La proteina del retinoblastoma (RB1)esta codificada per un gen supressor tumoral que
controla la transicio de la fase G1 a S dins d#éael- lular, sent no funcional en multiples
neoplasies. El geRB1les troba mutat o delecionat més frequientment &nr Esistents a
castracio que en aquells clinicament localitzaessgntant una freqiiéncia de fins al 45% en

els primers [81,84].

L’anomenatKruppel-Like Factor 6 (KLF6) és un factor de transcripcio codificat pel gen
KLF6, localitzat a 10p15, que inicialment es va postatam a probable gen supressor
tumoral amb un paper rellevant al CaPr. NarletGal. van descriure la presencia de
mutacions d’aguest gen en un elevat nombre de suprostatics [154], considerant que
aguestes alteracions constituien una via altematimdependent a les descrite3R53.
Tanmateix, estudis recents demostren que realfidfi esta mutat en una minoria de casos
de CaPr [155], constatant-se a més, que les xirgnutacions aportades en algunes series
s’'aproxima a la xifra d’artefactes reportades émeslestudis [156], i que per tant, en alguns
no s’aplicaven els procediments pertinents pedé¢atlescartar que les alteracions fossin

purament artefactuals.
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1. 8. 5. Gens reparadors de TADNMSH2, MSH6, MLH1 i PMS2

El sistema de reparacié d’errors de I'emparellanmdmt’ADN (Sistema MMR) és un
important mecanisme d’excisié-resintesi presemrganismes procariotes i eucariotes, que
actua com un sensor del dany genomic, detectaregex errors generats durant la
replicaci6 de I'ADN i promou l'estabilitat genetic&n organismes eucariotes, s’han
identificat els complexes denominats hMutS i hiM(ltomolegs a MutS i MutL descrits
préviament en bactéries), els quals reconeixeersdss en I'emparellament de les bases de
'ADN. Els complexes hMutS i hMutL formen heterodim, cadascun dels quals
desenvolupa funcions especifiques. A I'actualieds, complexes més ben estudiats sén
hMutSa i hMutL a, formats respectivament pels ggfiSH2 i MSH6, | MLH1 i PMS2
(Post-Meiotic Segregation 2). Existeixen altrest@irees que pertanyen al Sistema MMR
com, per exemple, MSH3, MLH3 i PMS1, la funcié de fuals encara no esta clarament
definida. En el procés d’excisio i resintesi, tanmtérvenen altres enzims com el PCNA

(Proliferating cell nuclear antigen), I'exonucle&Sé0O1 i les ADN polimerases [157].

Figura 10: Sistema de reparaci
d’errors de I'emparellament de I'ADN
(Mismatch Repair System) [157]

Resynthesis
DMA polymerases Ligation
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MSH2s’uneix aMSH6 0 MSH3 per formar hMut& o hMutS, i MLH1 fa el mateix amb
PMS2,PMS1oMLH3 per formar hMutlkr, hMutLp o hMutLy. MSH2i MLH1 constitueixen
els gens dominants dels respectius heterodimermtpggen.

Depenent de si es tracta d'un desaparellament simpl’una delecié o insercié major,
actuara el compleMSH2-MSH6 (hMutSy) o MSH2-MSH3(hMutSp3), respectivament
(Figura 11).
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Figura 11: Esquema de funcionament dels diferents heterodinmpge constitueixen el sistema reparador d’errers d
I'emparellament de I'ADN (Mismatch Repair System3§].

L’heterodimerMLH1-PMS2 (hMutLa) interacciona amMSH2-MSH60 MSH2-MSH3
potenciant aixi el reconeixement del desaparellamemases [158-162]. De forma similar

a hMutLa, MLH1-MLH3 (hMutLy) es creu que també repara insercions i/o delecions

1. 8. 5. 1. Defectes dels geNsSH2, MSH6, MLH1 i PMS2 i cancer de prostata

Els defectes als gens reparadors de 'ADASH2, MSH6, MLH1 PMS2 afavoreixen
I'acumulacié d’alteracions als microsatel-lits, e seqlencies repetitives de nucleotids
disperses al llarg del genoma i que tenen un m&ord’errors durant la replicacié de
'’ADN. Les alteracions als microsatél-lits doneaclla la denominadaestabilitat de
microsatel-lits (IMS), que pot tenir com a conseqiencia I'emergerde mutacions
somatiques significatives i la consequent indudeidumors malignes [163-165].

El procés de reconeixement d’errors pot ser initaat per I'heterodimeMSH2-MSH6
(hMutSa) com perMSH2-MSH3(hMutS3). Per aquest motiu, alguns dels errors en la
replicacié de I'ADN es poden reparar malgw$H6i/0 PMS2(gens no dominants dins de
I'heterodimer que formenho siguin funcionants [165]. D’'una banda pel cqeede

dominancia dels gens que integren els heterodiroens,son els gens dominaMsSH?2i
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MLH1. D’altra, degut als altres complexes descrits qumparteixen el rol de detectar
possibles errors i que, en determinades situacfdgn suplir la funcié del complex no
funcionant en questio.

El rol dels gens reparadors de I’ADN i les protsigedificades per aquests s’ha estudiat
extensament al cancer colorrectal i d’'endometiCd&icer Genome Atlas Research Network
(TCGA) va reportar que €16% dels tumors de colon i fins a un 35% dels t@mor
endometrials presenten uenotip hipermutat. En ambdos tipus de cancer, un grup
considerable de tumors hipermutats estaven assait¥lS, més frequentment degut al
silenciament epigenétic ddLH1 [166,167]. Tanmateix, existeix controversia sodireol
dels gens reparadors de '’ADN en quant al desepaohent i progressio del CaPr, ja que
les alteracions genetiques que condicionen IMSstaneben definides en aquest tipus de
cancer. Fora de I'espectre de la Sindrome de Lymicha relativament pocs estudis que
reportin defectes a les proteines del Sistema MMRa#r[168-175], i els mecanismes
subjacents que condicionen aquestes deficiencies,camo el seu significat clinico-
patologic i les possibles repercussions, encaramem per aclarir.

Recentment, Gueded al [169] van publicar un estudi sobre el paper de M8HZ aPr,
detectant pérdua d’expressio d’aquesta proteinaneh 2% dels casos estudiats, incloent
ADCs primaris i carcinomes neuroendocrins prostatie cel-lula petita. La pérdua
d’expressio de MSH2 semblava ser més frequent mior prostatics d’alt grau, estant
fortament relacionada amb defectes d’inactivacigjasients i fenomens d’hipermutacio.
Previament, Pritcharet al [164] havien descrit un subtipus hipermutat irepzd de CaPr
associat a IMS, amb defectes estructurals mésdraqient als gensISH2 i MSH6. Al
2015,Basuet al [165] van reportar també en CaPr una reduccitfgigtiva de I'expressié
dels gensiISH2 MSH6i MLH1, establint la seva deficiéncia com a signe distiatitre el
CaPr i la HBP. Aixi mateix, Schweizer i col-labavesi[176] van reportar alteracions dels
gens del Sistema MMR associades amb hipermutaeas 40% dels pacients amb CaPr
amb trets histologics propis del tipus ductal.

Tal i com s’ha descrit préviament, alguns estudis &ssociat la perdua d’expressio de les
proteines reparadores de I'ADN amb el desenvoluparde cancer i amb trets menys
favorables en CaPr [169,177]. Pero també n’hi daltjue suggereixen que el dany genomic
tumoral podria desencadenar la sobreregulacié dstqa proteines, i relacionen la seva
sobreexpressio amb una major agressivitat tumaral pitjor pronostic pel pacient [171-

174]. En aquest sentit, la sobreexpressio de MSblalé MLH1 ha estat préviament

65



reportada en altres neoplasies malignes, com ekcae pulmd de cél-lula no petiia 8],

el cancer gastric [179] o els tumors cerebrals gnak [180], entre d’altre€n CaPr,
contrariament als resultats de Basu al. [165], Velascoet al. [181] van descriure
sobreexpressio de MSH2 en teixit prostatic benigepecte del maligne. La intensitat de la
immunotincié va ser major (71%) en les mostres tafsaespecte de les mostres amb teixit
prostatic normal i amb HBP, en les quals la intangsie MSH2 va ser respectivament
minima o baixa, i lleugerament incrementada enéésules basals i luminals (32%)altra
banda, Norriet al.[171] van reportar per primer cop una elevaciaisicativa de PMS2 en
teixit prostatic pre-neoplasic i tumoral, suggeritdquesta manera una relacié entre la
sobreexpressio dels gens del Sistema MMR i la tageresi del CaPr. A més a més, aquesta
relaci6 mostrava independéncia d’estatus de PM§iote el separtner dominant dins
I'heterodimer, MLH1. Posteriormendilczak i col-laboradors [175] van mostrar que els
nivells d’expressié elevats de MSH6, MLH1 i PMS2 sésdeveniments relativament
frequients en CaPr, particularment en tumors amdstatdiatge patologic avancat, i associats
amb un pitjor pronostic (major GS, metastasis gangts i una recurrencia bioquimica
precog). Aquesta associacid va ser particularmeés ifiorta en neoplasies que no
presentaven el gen de fudiMPRSS2-ERGP < 0.0001).

La recent aprovacié per la U.S. Food and Drug Adbtriztion (FDA) del tractament
inhibidor de PD-1 (pembrolizumab) basat en la imatarapia, per aquells pacients adults i
pediatrics amb tumors solids no ressecables o thsies, amb inestabilitat de
microsatel- lits alta o bé amb tumors solids querhaxgstrat deficiéncia als gens reparadors
de I'ADN, hagin progressat a tractament previ idigposin d’alternatives terapeutiques
satisfactories, independentment de quina sigugVa $istologia {umor agnostit), [182-
184] ha donat molta rellevancia a la recerca sobrepmdels gens reparadors de ’ADN al
CaPr.

1. 8. 6. Cancer de prostata hereditari

Aproximadament, s’estima que un 5-10% dels casosCdBr estan associats amb
predisposicié genetica [185]. Lichtensteiral.[186] van publicar un extens treball sobre la
diferencia en I'ocurrencia de CaPr en bessons mgoies i dizigotics, que va revelar que

un 42% d’aquests tumors son potencialment atribsialrisc hereditari, més que el cancer
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colorectal (35%) i el cancer de mama (27%). Estpdigeriors com el de Hjelmboeg al
[187] descriuen un risc d’heretabilitat mig del €de fins a un 58%.

1. 8. 6. 1. Altres gens reparadors de TADNBRCA

La primera associacio que, via germinal, va mostnar predisposicio clara a patir CaPr es
va descriure amb el gdBRCAZ2 definida pel Breast Cancer Linkage Consortiumn Va
estimar que les mutacions germinalsBRCA2 conferien un risc incrementat x5 de
desenvolupar aquest tipus de neoplasies. De fomikas les mutacions BRCAltambeé
s’han associat amb una major predisposicié. Actaatnja sén molts els estudis que han
reportat que les mutacions en aquests dos gemgaeonen clarament amb un curs clinic
meés agressiu i un pitjor pronostic de la mala@,188]. A més, recentment s’ha suggerit
que els homes pertanyents a families amb canceditear de mama i ovari poden tenir un

risc incrementat de patir CaPr [185].
1. 8. 6. 2. Sindrome de Lynch

La Sindrome de Lynch (SL) és una alteracio genéicaditaria caracteritzada per conferir
una forta predisposicio a patir cancer. Aquesttdras segueix un patré d’heréncia
autosomica dominant i esta causat per una mutacidigal en algun dels gens reparadors
de 'ADN: MSH2, MSH6, MLH1 PMS20 bé, per delecions a I'extrem 3’ del geACAM
adjacent MSH2 que pot donar lloc a inactivacions d’aquest U[i80]. A la SL, la mutacié
recurrent més frequent als gens reparadors de I'&DNumans és la-AT de I'intrd 5
(c.942+3A>T) deMSH2[190]. Les mutacions germinals produides, seguitiesa mutacio

en un segon al-lel (delecié cromosomica o inadtivapigenética per hipermetilacio)
condicionen una pérdua de funcié del Sistema MMRsant 'acumulacié de mutacions.
Aquestes alteracions genétiques concatenades podsionar la formacié de tumors amb
un fenotip hipermutat, fet que es manifesta coml@,li que pot detectar-se per la pérdua
d’expressio immunohistoquimica d’'una 0 més de lescppals proteines constituents
d’aquest sistema reparador de dany genomic. EIndsg definitiu de la SL s’obté
mitjancant seqlenciacié genetica tot i que hi hadés com el de Hampel Ht al. que
suggereixen que I'efectivitat del cribratge de laag®nb I'analisi immunohistoquimic de les
proteines reparadores de ’ADN (sensibilitat de¥e®Pot ser similar a I'estudi de la IMS
mitjancant genotipat [190]. La freqiiencia de muasipatogeniques als gens del Sistema

MMR en la poblacié general s’ha estimat entre 1:i66@000, aproximadament [191].

67



La SL incrementa el risc de patir multiples canceent els més freqients el cancer
colorectal i el d’'endometri. Tot i aixi, hi ha uspectre de tumors extra-colics i extra-uterins
associats originats a ovari, estomac, intesti ppamcrees, ureter i pelvis renal, cervell i
neoplasies de glandules sebacies [192,193]. Estddmeimentat que les neoplasies de tracte
urinari superior (pelvis renal i uréter) represargétercer cancer més freqiient associat a la
SL (5%), després del cancer colorectal i endomére], i s’ha relacionat un risc major a
desenvolupar aquest tipus de neoplasies en postdéamutacions BISH2i MLH1 [195].

En canvi, el CaPr i el de mama actualment no esideren part de I'espectre de tumors

associats a la SL.
1. 8. 6. 2. 1. Cancer de prostata i Sindrome de Lgh

Actualment, el cribratge del CaPr en pacients amte$el mateix que per la poblacio
general, ja que fins al moment no es consideraaaoplasia associada a I'espectre d’aquesta
sindrome [196]. Tanmateix, existeix certa contreiesobre aquest tema ja que alguns
estudis [197-199], en base a I'evidéncia existdatlderatura actual, recolzen que el CaPr
sigui considerat com a part d’aquest espectre edsota SL. Concretament, hi ha treballs
gue han reportat una incidéncia significativameafama desenvolupar CaPr en pacients
portadors de mutacions als gens del Sistema MMé&bmparacié amb la poblacié general,
meés frequentment en portadors de mutaciaiSBl2respecte d®LH1 i MSH6[195, 196,
200-202]. Raymoncet al. [202] van publicar un estudi en el qual es mostram risc
acumulat dues vegades major de patir CaPr en thdivamb SL respecte a la poblacié
general, lleugerament major en aquells portadonsorsede 60 anys, i especialment en
portadors deMSH2 En la mateixa linia, Barrowt al. [195] van reportar un risc x10 a
desenvolupar CaPr en portadors de mutaciad$SE2 Contrariament, treballs com el de
Haraldsdottir St al.[196] reporten que en pacients amb SL no semldatCaPr presenti
un fenotip més agressiu o0 es desenvolupi a edagavies, respecte de la poblacié general.
Altres estudis com el d’Engelt al. [201] destaquen que els cancers menys frequentment
associats a la SL també mostren riscs organo-dsediferents segons el gen reparador
mutat, malgrat el substrat d’aquestes diferéncieara esta per aclarir; i suggereixen que el
fet d’incloure als portadors de mutacionsl&8H2en programes especifics de VA per CaPr
i per cancer de bufeta urinaria seria benefici@rddvet al. [195] també van suggerir que
en portadors de mutaciondsH2de 40 a 50 anys, les determinacions periodiqué&sSde

podrien estar justificades.
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2. HIPOTESIS | OBJECTIUS






2. 1. Hipotesis del treball

En base a les dades publicades a la literatudgfiaicio d’'un subgrup de tumors prostatics
amb un perfil clinic, morfologic i molecular diferede la resta, basat en les alteracions en
I'expressio de les proteines reparadores de 'ADS$K2, MSH6, MLH1 i PMS2) podria
tenir una utilitat clinica i terapéutica, estabietun subgrup de tumors amb diferent resposta

a la terapia i diferents parametres de supervigenci

Creiem que la caracteritzacio clinica, morfologigaolecular d’aguests tumors d’origen
prostatic pot servir per dissenyar un algoritme adEsguat al seu perfil clinico-patologic i
al seu context genetic, amb I'objectiu de possdiilque s’introdueixin millores en el
diagnostic, pronostic i tractament d’aquests pdsigoe repercuteixin no nomeés en la seva

supervivéncia, sind en la seva qualitat de vida.

2. 2. Objectius del treball

El nostre objectiu principal és analitzar I'expiéssnmunohistoquimica de les proteines
reparadores de 'ADN (MSH2, MSH6, MLH1 i PMS2) apam l'estatus d’ERG i PTEN

en una serie de casos de CaPr per tal d'identific@aracteritzar morfologicament un
subgrup d’adenocarcinomes prostatics acinars agsoai IMS, coneixer les potencials
repercussions cliniques i terapeutiques derivadda seva alteracié en I'expressio, i inferir
la seva probable relaciéo amb les variables clipamlogiques i amb la supervivéncia lliure

de progressio (PSA progression-free survival).

Altres objectius del treball son:

1. Establir la freqiéncia d’alteracions immunohistogjigues de MSH2, MSH6,
MLH1 i PMS2 a la nostra serie de casos de CaPmpewmar-les amb la literatura.

2. Analitzar com es relaciona I'expressié immunohisiogica de les proteines
reparadores de ’ADN amb els “grups de grau”(OME.&).

3. Determinar la relaciéo entre I'expressié immunolgsionica de les proteines
reparadores de I’ADN i I'expressié d’'ERG i PTENpf&ines codificades per gens
pertanyents a la via de les translocacions deri@incaénesi prostatica, i tractar
d’'inferir si es tracta d'esdeveniments que formiartpd’'una mateixa via

carcinogenetica o pel contrari de vies excloents.
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4. Analitzar si existeix relacio entre les alteraciolesMSH2, MSH6, MLH1 i PMS2,
de forma individual o conjunta, i la supervivendigs pacients, i avaluar la seva

potencial utilitat clinica.
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3. MATERIALS | METODES






3. 1. Selecci6 de casos

El nostre estudi inclou I'analisi retrospectivaz#8 casos consecutius de CaPr de pacients
tractats al Parc de Salut MAR (PSMAR, Barcelondjeerls anys 1999 i 2010. El teixit
tumoral analitzat correspon al material obtingutradti la intervencié quirdrgica
(prostatectomia radical) realitzada en el transdetgliagnostic i tractament de la malaltia.
Del total de casos operats en el periode de temipsat, es varen seleccionar aquells en els
quals la quantitat de tumor representat fos suficdc®m per poder realitzar les analisis
pertinents. Els criteris d’inclusio dels casos areckcollits a laaula 1.

Criteris d’inclusio dels casos

Casos consecutius

Disposar de PSA preoperatori

Obtencio de la mostra mitjancant prostatectomiaahd

Inclusio total de la mostra

Realitzacio de mapa de lesions macro i microsc@siqu

Fixacié optima amb formaldehid

Reactivitat immunohistoquimica optima

Seguiment clinic continuat dels pacients de contiranmun mes

Taula 1: Criteris d’inclusi6 dels casos a analitzar a I'dstu

Les caracteristiques cliniques dels pacients (alddtagnostic, multifocalitat, estadiatge,
recidiva bioquimica, temps mig de recidiva, tenlpsd de malaltia, estatus actual) i les
caracteristiques histopatologiques (GS, GG) det®ts es descriuen a I'apartat de Resultats

(veure apartats 4.1.14.2., taules 3, 4 5).

El Comité Etic d’Investigacié Clinica (CEIC-Parc 8alut Mar) de la nostra institucié va
aprovar el protocol de I'estudi. Els pacients vagnar el consentiment informat per a la
utilitzacio del teixit tumoral restant després diglgnostic patologic de la seva malaltia. Es
van anonimitzar les dades de filiacio, utilitzaattsn codi especific de biopsia per a cada

pacient al qual es varen vincular les diferentedaterivades de 'estudi.
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3. 2. Caracteristiques histopatologiques dels tumsr

Dos patolegs del PSMAR (J.LI. i N.J.) van revidaraasos inclosos a I'estudi, confirmant
en tots ells el diagnostic histologic de CaPr seggla criteris establerts per 'OMS l'any
2016 [7]. Aixi mateix, es va assignar a tots elosael GS i el GG corresponent, parametres
definits per 'OMS 2016 i descrits a I'apartat dioduccio.

A més a més, a tots els casos es va valorar @ pattologic predominant del tumor i
I'eventual presencia de variables morfologique$AlBC prostatic acinar (fenotip atrofic,
pseudohiperplasic, en “anell de segell”, entretdta).

En referéncia al CID de prostata, nova entitataddssificacio de 'OMS del 2016 [7], també
es va valorar I'eventual preséencia d'un componentCéD associat als diferents tumors

analitzats.

3. 3. Estudi immunohistoquimic sobre matrius tissurs

3. 3. 1. Construccio de les matrius de teixit

Es van revisar les laminetes tenyides amb Hematexosina (H&E), seleccionant-se les
zones de teixit tumoral viable corresponents 2 prostatectomies radicals realitzades.
De cadascun dels casos, es van seleccionar diveessstumorals amb diferents GS per tal
d’augmentar la representativitat. Es van constnuitotal de 9 matrius tissulars (TMASs) amb
el material fixat en formol (tamponat al 10%) il en parafina, utilitzant una estacio
manual (Chemicon ATA-100), mitjancant la qual es abtenir cilindres d'un mm de
diametre maxim dels blocs de parafina corresponantada cas. Concretament, per
cadascun dels casos, es van seleccionar des d&ia fres cilindres de zones tumorals amb
diferents GS. Tots els TMAs contenien, a més a ae¢s casos problema, 7 cilindres de

teixit control no neoplasic i 2 de teixit contrakgneoplasic (PIN).

Dels 9 TMAs resultants, es van tallar seccions oesmdpiques de @m de gruix, i es van
tenyir amb H&E. Finalment, van ser revisades penahys dos patolegs per tal de valorar
la representativitat dels diferents casos i cordired diagnostic i la gradacié histologica. Els

estudis immunohistoquimics es van realitzar s@seéccions obtingudes dels TMAs.
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3. 3. 2. Estudi immunohistoquimic

Es van realitzar tincions immunohistoquimiquesgpker detecciéo de MSH2, MSH6, MLH1,
PMS2, ERG i PTEN sobre seccions obtingudes dels SMA

Per a cadascuna de les determinacions, es vansatleions de 3 um dels 9 TMAS, que es
van disposar sobre portaobjectes amb carregaadtica positiva, es van estufar durant 1
hora a 60°C per a una correcta adhesié del tdipbdaobjectes i es van desparafinar.
Seguidament, es va dur a terme la immunotincio @lgpels sis anticossos mitjancant el
sistema EnVision Dual Link de Dako (referencia: BB El procés va comencar amb la
recuperacié antigénica en autoclau. El desenmaseataantigenic dels anticossos MSH2,
MSH6, MLH1 i PMS2 es va fer amb solucio Tris-EDTA P, a una temperatura de 97°C
durant 30 minuts. Pels anticossos ERG i PTEN asilitzar solucié Tampé Citrat pH 6 a
120°C durant 3 minuts, i Tris-EDTA pH 9 a 100°Cahir30 minuts, respectivament. El
seguent pas va ser el bloqueig de l'activitat dedioxidasa endogena. Posteriorment, les
mostres es van incubar amb els diferents anticgssuosris durant 60 minuts a temperatura
ambient per anti-MSH2 i anti-PMS2, 72 hores a 48€gmti-MLH1 i anti-MSH6 (tots ells
en format “ready-to-use”), 90 minuts a temperatamabient per anti-ERG [1:100] i
overnighta 4°C per anti-PTEN [1:200].

Es va continuar amb una incubacié de 30 minutsammolimer marcat amb HRP conjugat
amb anticossos secundaris anti-mouse i anti-rgbbogl Link de Dako).

El procediment es va completar amb el revelat dedacio, utilitzant com a cromogen la
diaminobencidina (DAB). La contra-tincio es va anb Dako Real Hematoxylin (ref:
S2020), es va deshidratar el teixit amb etanolngeatracions creixents i xile i, finalment,
es va fer un muntatge permanent amb DPX i cobretdgeA lataula 2 es detallen els

anticossos primaris utilitzats i les dilucions eag®s.
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Antigen Clona Font Dilucio
MSH2 G219-1129 Ventana, Tucson, Arizona, EUA Prediluit
MSH6 44 Ventana, Tucson, Arizona, EUA Prediluit
MLH1 M1 Ventana, Tucson, Arizona, EUA Prediluit
PMS2 EPR3947 Ventana, Tucson, Arizona, EUA Prediluit

ERG EPR3864 Epitomics, Burlingame, California, EUA 1/100
PTEN 6H2.1 Dako, Agilent Tecnologies, Glostrup, Dinamarca 1/200

Taula 2: Proteines analitzades i caracteristiques delsaamsids primaris utilitzats.

3. 3. 3. Lectura immunohistoquimica de les matriutissulars

Tots els resultats van ser avaluats per dos patokguells casos en qué va haver-hi

discordanca es van revisar de manera conjuntagusunant-se una unica puntuacio.

Es va analitzar I'expressio proteica a la poblagblular tumoral i es va obviar qualsevol
altre positivitat corresponent a un altre tipus:loédr, com, per exemple, les cel-lules
inflamatories o endotelials. La interpretacio dedgrons i dels punts de tall pels diferents
anticossos va estar basada en els treballs prénigoaélicats a la literatura (informacié
detallada més avallAquesta interpretacio va ser en tot moment unanastd visual del
percentatge de ceél-lules positives i de la intehdi la tincid i no es van utilitzar sistemes

de digitalitzacié d’imatge per a analisis autonzatites.

Per a la valoracio de la immunotincio de les preaeiMSH2, MSH6, MLH1 i PMS2, es va
quantificar la intensitat de la tincié nuclear, gsd’expressio constitutiva, i es va considerar
com a positiu qualsevol cas que mostrés tincidaanckencara que fos focal o debil. Perqué
I'esdeveniment a detectar fos la pérdua d’expressjoiesta havia de ser completa. La tincio
citoplasmatica es va considerar aberrant [203f es va valorar. Es van utilitzar com a
control intern les cél-lules limfocitaries, end@tk i fibroblastiques. Per tal de quantificar
la intensitat nuclear, es va aplicar el métode wkntificacid per Histoscore. La férmula
aplicada és la que segueix a continuacio: (0 xgls 6+) + 1 x (% cells 1+) + 2 x (% cells
2+) + 3 x (% cells 3+)). Aplicant aguest métodgesera una variable continua de 0 a 300,
que representa el valor final per a cada mostraedtlitat s’obté a partir de la suma dels
valors obtinguts al multiplicar les diferents indéats analitzades (immunotincié negativa =

0, immunotincié débil i/o focal =1, immunotincié werada =2, i immunotincié intensa =3)
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pel percentatge de cél-lules tumorals que expreageasta determinada intensitat. Els
resultats obtinguts es van agrupar en dos grupgp Gr(Histoscore = 0 — 10) i Grup 1
(Histoscore = >10 — 300frinalment, es va seleccionar un cilindre de teegresentatiu per

a cada cas, emprant com a principals criteris ein@&Selevat i el menor Histoscore nuclear.

Per a la valoracié de la immunotincié d’'ERG (maaraen el qual no es va requerir una
valoracié de la intensitat) Unicament es van caraiddos patrons d’expressio: tincio
nuclear negativa (cap tincio detectable) o positiveié nuclear detectable). Es van utilitzar
les cél-lules endotelials com a control intern {pw$123, 124].

En el cas de l'analisi de PTEN, es va utilitzarsegient sistema de puntuacio semi-
quantitatiu: perdua total d’expressié nuclearogliasmatica = 0, pérdua parcial d’expressio
=1, i expressio intensa, homogeénia = 2 [124]ekit normal adjacent es va utilitzar com a
referéncia interna. Respecte a I'analisi ’'ERG ERTes va considerar com a esdeveniment
normal la immunotincié negativa enfront ’'ERG iitamunotincid homogenia i intensa
enfront de PTEN.

Com s’ha esmentat anteriorment, els TMAs conteteedits control i es va analitzar amb
especial atenci6 I'expressio de cadascun dels margammunohistoquimics en els casos

control corresponents a parénquima prostatic notain pre-neoplasic.

3. 4. Analisi estadistic

Les anadlisis estadistiques es van portar a terrj@ngant el programa “Statistical Package
for the Social Sciences” (SPSS) versié 18.0 (Cludag., IL, USA). Una diferéncia es va
considerar estadisticament significativa quan evdjue” era igual o inferior a 0,05. Les
variablesqualitatives es van valorar mitjancant frequencipsrcentatges, i les variables
quantitatives mitjancant mitjanes i rangs. Es vaaluar les variables morfologiques i
immunohistoquimiques de manera descriptiva, estitdiales relacions estadistiques entre
les diferents variables categoriques mitjancames exacte de Fisher o el test de Pearson
Chi-Square, quan va ser necessari.

Respecte I'andlisi estadistic de les proteinesagpaes de 'ADN (MSH2, MSH6, MLH1

i PMS2), 'expressio de cadascuna de les quatrteimes va ser analitzada tant per separat,
sense prendre en consideraci6 I'estatus de les dftes, com avaluant Unicament I'estatus
de la proteina dominant dels respectius heterodifdSH2 i MLH1). Les diferents
combinacions van ser: alteracié Unica, consideeadaquells casos amb expressié anomala
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d’'una de les proteines i expressié normal de tessaklteracio doble, considerada en aquells
casos en qué ambdues proteines dominants preseriemcio immunohistoquimica; i
estatuswild-type(wt), quan no es van observar alteracions en I'exgiress

Respecte a I'analisi estadistic de les proteings HRTEN, I'expressié de cadascuna de les
proteines es va estudiar individualment. Els rasulbbtinguts es varen separar d’acord al
fenotip immunohistoquimic de les proteines: expoegssitiva i negativa d’'ERG i PTEN,

respectivament.

3. 5. Analisi de supervivéncia

Es va realitzar seguiment clinic dels pacientstanals regulars cada 3 mesos durant el
primer any i cada 6 mesos durant els anys subsegyighienint-se valors de PSA seric a
cadascuna de les visites de control. El seguimasthcients va variar des de 1 fins a 212
mesos, amb un valor mig de 102, 5 mesos. Es vaidedim a supervivéncia global I'interval
de temps transcorregut entre la data de la interd@uirdrgica i la data de la mort o I'Gltim
control médic del malalt, i es va considerar corecidiva bioquimica una elevacié del PSA
seric postoperatorr 0,4 ng/ml. Els pacients van ser controlats fingldsa del seu dltim
control médic o bé, quan un increment del PSA sefi¢g4 ng/ml va ser detectat. Aquells
pacients als quals se’ls hi va perdre el seguiregenan considerar com a pacients perduts.
La supervivencia lliure de progressié (PSA progmsfree survival) es va analitzar
utilitzant les corbes de Kaplan-Meier i per a corapdes es va emprar el test Log-Rank.
Concretament, es va investigar la supervivenciedlde recurréncia de PSA en 200 pacients
per a les segients variables: classificaci6 GGgptcamb pérdua de MSH2 pacients
amb MSH2wt, pacients amb sobreexpressio de MSK§acients amb MSH6 a nivells
basalqwt), pacients amb pérdua de MLK&pacients amb MLHWt, pacients amb perdua
de PMS2vs pacients amb PMS®&t, pacients amb pérdua de MLH1 i/o MSk&pacients
MLH1 i MSH2 wt, pacients amb doble pérdua d’expressiéo de MLHISH@vs pacients
amb MLH1 i MSH2wt, pacients ERG+ (MSH2 perdutvet) vs MSH2 perdut/ERGwt vs
MSH2/ERGWt, i pacients ERG+ (MSH2 i/o MLH1 perdutsvat) vs MSH2 i/o MLH1
perduts /ERGvt vs MSH2/MLH1/ERGwt (veure apartat 8, annex 1).
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4. RESULTATS






4. 1. Caracteristiques cliniques dels pacients

Del total de la mostra (n = 228), van haver-hi @8as no valorables, en el quals I'analisi no
es va poder realitzar a causa d’alguna de les segyimons: mostres danyades o amb un
teixit de pobre qualitat per a ser valo@resno representats al tall del TMA a valorar, o

bé I'abséncia de representacio tumoralaak per esgotament del material.

L’edat mitja dels nostres pacients al moment degdostic va ser de 64,71 anys (rang d’edat
entre 47 i 80 anys). En un 73% (146/200) dels catdsmor era multifocal. Respecte a
I'estadiatge patologic, un 71,5% (143/200) delsgrats corresponien a un estadiatge T2, un
22% (44/200) a T3ai un 6,5% (13/200) a un estgdi@Bb. Un 46,2% (66/143) dels pacients
T2 (T2 (R1)), un 56,8% (25/44) dels pacients T32a({R1)) i un 69,2% (9/13) dels pacients
T3b (T3b (R1)) presentaven marges quirargics aseéie el 100% dels casos el procediment
quirurgic realitzat va ser la PR. Després de largia, un 19,5% (39/200) dels pacients va
presentar recidiva bioquimica, en qué el temps dmigecidiva des de la cirurgia fins la
progressié va ser de 5lmesos (rang de 1 a 165 mesos). Dels pacients aciivee
bioquimica, els respectius estadiatges patologasseh estat: 23,1% (9/39) T2; 48,7%
(19/39) T2 (R1); 2,55% (1/39) T3a; 15,4% (6/39) TRA); 2,55% (1/39) T3b i 7,7% (3/39)
T3b (R1). La mitja de temps lliure de malaltiasexr de 102,5 mesos (rang de 1 a 212
mesos). Respecte a I'estatus actual dels malalthistribucié dels casos va ser la segient:
un 75% (150/200) dels pacients estan vius sensatimalin 0,5% (1/200) estan vius amb
malaltia, un 16,5% (33/200) ha mort per altres eauscap ha mort per la malaltia.
Finalment, un 8% (16/200) dels pacients es vanrpetdrant el seguiment. A taula 3 es

resumeix la informacié clinica més rellevant

Variable clinica Valors
Mitja d’edat (rang) 64,71 (47-80)
Multifocalitat 73%
Estadiatge (T2/T3a/T3b) 71,5% / 22% [ 6,5%
Recidiva bioquimica 19,5%
Temps mig de recidiva 51,1 (1-165)
Temps lliure de malaltia 102,5 (1-212)

Taula 3: Resum de les caracteristiques cliniques més ratever a les variables edat i temps (mig deirecidliure de
malaltia), els valors indiquen anys i mesos, rehy@ment.
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4. 2. Caracteristiques histopatologiques dels tumsr

Finalment els casos inclosos a I'estudi van ser 2g0ests es van revisar, es va confirmar
el diagnostic d’ADC prostatic i seguint els crigeactuals de la ISUP, els GS dels tumors
prostatics van classificar-se de la segient ma@G38+3 =6 (n =39), GS 3+404+3 =7
(n = 108), GS 4+4, 3+5 0 5+3 = 8 (n = 33}S 4+5, 5+4 0 5+% 9-10 (n = 20). D’altra
banda, aplicant el sistema alternatiu per grad@aé€lr proposat per la ISUP/OMS 2016, els
tumors van classificar-se de la segiient manera: @6 89), GG2 (n = 79), GG3 (n = 29),

GG4 (n =33) and GG5 (n = 20). Aquests resultaesign recollits a letmules 4 i 5

GS dels tumors analitzats | Fregiiéncia (n = 200) (%)
3+3=6 39 (19,5)
3+404+3=7 108 (54)
4+4,3+505+3=8 33 (16,5)
4+5 5+405+5 9-10 20 (10)

Taula 4: Freqiiéncia dels diferents GS dels ADCs prostatiefitaats. Els resultats s’expressen com a nunglodsls i
com a percentatges.

GG dels tumors analitzats Frequencia (n = 200) (%)
GG1 (3+3=6) 39 (19,5)
GG2(3+4=7) 79 (39,5)
GG3(4+3=7) 29 (14,5)

GG4(4+4,3+505+3=8) 33 (16,5)

GG5(4+5,5+405+5 9-10 20 (10)

Taula 5: Frequiéncia dels diferents GG dels ADCs prostatieditaats. Els resultats s’expressen com a nunggodals i
com a percentatges.

Els 200 tumors analitzats corresponien a ADCs atiastacinars. D’aquests, un total de 13

(6,5%) presentaven variants morfologiques de ' Adaar usual: 9 (4,5%) mostraven arees
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de tipus ductal, 2 (1%) fenotip pseudohiperplagi¢0,5%) mostrava focalment fenotip
atrofic i un altre (0,5%) presentava cel-lules eellade segell en < 5%.

En un 7,5% dels casos (15/200) es va evidenci@omponent de CID acompanyant, que
es va confirmar mitjangant la tincié immunohistaygiga front a 38el12, una citoqueratina
d’alt pes molecular que va permetre confirmar &spncia de cel-lules basals als ductes amb

lesié tumoraln situ.

4. 3. Analisi immunohistoquimic de [I'expressio de ek proteines
reparadores de 'ADN (MSH2, MSH6, MLH1 i PMS2) i les proteines ERG

i PTEN en cancer de prostata

L’expressiéimmunohistoquimica de les sis proteines va seitaadh en un total dé.032
cores(672 per anticos) derivats de 228 casos, delsdmalment, es van poder analitzar un
total de 200. D’aquests, en 161 casos, vam dismiesanés d’urcore avaluable per cada
cas, i en els 39 restants només es va poder valocare

En I'estudi de la proteina MSH6 van haver-hi 5 sasmvalorables (3 corresponents al GG1,
i 2 al GG2).

En tots els casos estudiats, el cilindre de teimib el major GS va ser considerat com a
representatiu del GS global, sent seleccionatglat’analitzar la relacié entre I'expressio
de les proteines MSH2, MSH6, MLH1 i PMS2 i els pagéres clinico-patologics dels casos,
aixi com amb l'estatus d’'ERG i PTEN.

L’epiteli prostatic normal va mostrar nivells vdrias d’expressio nuclear de les proteines
reparadores de I'ADN, tant a les cel-lules luminaden a les basals, particularment a
aguestes ultimes. La intensitat de I'expressio tan@variar de negativa a moderada, sent
usualment negativa o debil. Imatges representatieelexpressié d’aquestes proteines a

I'epiteli prostatic benigne es mostren di¢pura 12.
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MSH2 MSH6

Figura 12: Imatges representatives de la immunotincié$H2, MSH6, MLH1 i PMS2 a I'epiteli prostatic bemig (x40

— fila superior- i x150 — fila inferior-).

Per al proposit d’aquest estudi, I'expressio depleseines MSH2, MSH6, MLH1 i PMS2
es va considerar negativa en aquells casos pentsngkeGrup qHistoscore = 0 — 10La
resta d’intensitats (Grup 1) van ser considerades com a casos positius. Es va ser molt estricte
alhora de considerar la preséncia d’una perdua d’expressio significativa funcionalment i no

atribuible a variacions técniques o de fixacio, considerant un marge minim molt restrictiu

per tal d’identificar els casos negatius (Histoscore = 0 — 10).

La distribucio dels casos segons els grups Histoscore va ser la segiient: MSH2 (grup 0 = 16,
grup 1 = 184), MSH6 (grup 0 = 113, grup 1 =82, NV =5), MLHI (grup 0 =10, grup 1 =
190) i PMS2 (grup 0 =4, grup 1 = 196). De forma general, la perdua d’expressio proteica a
nivell nuclear es va documentar en un 8% (16/2@0MSH2, un 5% (10/200) per MLH1,

i només en un 2% (4/200) per PMS2. Tres d’aquasasre) casos (75%) amb expressio

deficient de PMS2 també presentaven pérdua d'esipree MLH1, i només un cas va

presentar expressié anomala Unica de PMS2.

Donades les caracteristiques immunohistoquimidijggaes de MSH6, proteina que va ser
negativa en un percentatge significatiu dels casas definir els conceptes deivells
basals de MSH6 per aquells tumors amb una immunohistoded negativa (Histoscore =
0 — 10), i fenotip de sobreexpressib(overexpression phenotypper aquells casos amb
una immunohistoquimica positiva (Histoscore > H)). base a aquesta interpretacio, la
manca d’expressié nuclear de MSH6 es va evidepaian 57,9% (113/195) dels casos i la

seva sobreexpressio en un 42,1% (82/195). Aquesititats queden recollits atéaula 6.
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Alteracions de I'expressio immunohistoquimical
de les proteines reparadores de 'ADN Frequencia (n) (%)
Pérdua de MSH2 16/200 (8)
Nivells basals de MSH6 113/195 (57,9)
Pérdua de MLH1 10/200 (5)
Pérdua de PMS2 4/200 (2)

Taula 6: Fregiiencia de les diferents variables immunohigtomjues analitzades. Els resultats s’expressenacoombre
de casos amb perdua d’expressi6 proteica respelctetal de 200 casos (195 en el cas de MSH6) iz@ercentatge.

Com ja s’ha comentat préviament a I'apartat deenadti metodes, per a la valoracio de la
immunotincié d'ERG es van considerar dos patroesptessio: tincid nuclear negativa o
positiva. Per I'analisi de PTEN, es van considgrardua (total o parcial) o expressio
homogenia. La sobreexpressio d’'ERG va ser deteetiadm 48% (96/200) dels casos, en
tant que la perdua d’expressio de PTEN es va o@wservun 36,5% (73/200) dels casos.

4. 4. Relacio entre I'expressio proteica de MSH2, 8H6, MLH1, PMS2,
ERG i PTEN i la variable “grup de grau” (OMS 2016) en cancer de
prostata

La distribuciod de les alteracions en I'expressidimmohistoquimica de les proteines MSH2,
MSH6, MLH1, PMS2, ERG i PTEN segons la classifiéamitual dels GG pronostics (OMS
2016) es mostra a taula 7.

Agrupant les diferents categories de la variable I@Gobreexpressio d’'ERG es va detectar
en un 43,6% (17/39) dels tumors GG1, 48,2% (68/tlélly GG2-4, i 55% (11/20) dels GG5
(Chi-Square tesp = 0.705). D’altra banda, el percentatge de casts@erdua d’expressio
de PTEN va ser del 20,5% (8/39) als tumors GGB®B(53/141) als GG2-4, i 60% (12/20)
als GGHChi-Square test, p = 0.01jTaula 8). Aixi, la sobreexpressié d’ERG no va mostrar
relacié amb la classificacidé tumoral segons laaldéa pronostica GG, mentre que la perdua
d’expressio de PTEN va ser estadisticament mé&dreals tumors d’alt grau.
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Alteracions de I'expressio immunohistoquimica de Eproteines reparadores de I'ADN, ERG i
PTEN segons els GG pronostics (OMS 2016)

Tumors Tumors Tumors Tumors Tumors
Tipus d’alteracio GG1 GG2 GG3 GG4 GG5 |P-value

Pérdua d’'expressio de MSH2 2 (5,1%) | 8(10,1%) 3 (10,3% 2 (6,1%) 1 (5%) 0.8

Sobreexpressié de MSH6 | 15 (41,7%)| 30 (39%) | 12 (41,4%)12 (36,4%) 13 (65%)| 0.280

Pérdua d'expressié de MLH1| 3 (7,7%) 4 (5,1%) 2 (6,9% 1 (3%) 0 (0%) 0.78

Pérdua d’expressio de PMS2 0 (0%) 3 (3,80%) 0 (0%) 1 (3%) 0 (0% 0.74

Sobreexpressié ’'ERG 17 (43,6%) 36 (45,6%) 16 (55,2%) 16 (48,5%) 11 (55%)| 0.776

Pérdua de PTEN 8 (20,5%) | 29 (36,7%)11 (37,9%)| 13 (39,4%)| 12 (60%)| 0.056

Taula 7: Prevalenca de les alteracions de I'expressié slprieteines reparadores de 'ADN, ERG i PTEN en eade
prostata segons la classificacié6 GG (OMS 2016).

Alteracions de I'expressio immunohistoquimica d’ERG PTEN segons els GG

pronostics (OMS 2016) agrupats en tres clusters

Tipus d’alteracio Tumors GG1 | Tumors GG2-4 | Tumors GG5 P-value
Sobreexpressié dERG | 17 (43,6%) 68 (48,2%) 11 (55%) 0.705
Perdua de PTEN 8 (20,5%) 53 (37,6%) 12 (60%) 0.01

Taula 8: Prevalenca de les alteracions de I'expressié slpiteteines ERG i PTEN en cancer de prostata sdgons
classificaci6 GG (OMS 2016) agrupats en tres ctagteG1l, GG2-4s GG5).

La perdua d’expressio proteica a nivell nucleaM&H?2 es va observar en un 5,1% (2/39)
dels tumors GG1, 10,1% (8/79) dels GG2, 10,3% (328 GG3, 6,1% (2/33) dels GG4 |
en un 5% (1/20) dels GG5 (MSH2, Fisher’s exact {®st0.877).

El percentatge de casos amb sobreexpressio nadarproteindSH6 va ser de 41,7%
(15/36) en el GG1; 39% (30/77) en el GG2; 41,4%23Pen el GG3; 36,4% (12/33) en el
GG4 i 65% (13/20) en el GG5 (MSH®6, Pearson Chi-8guya= 0.280). Contrariament, el
percentatge de casos amb una immunohistoquimictinggle MSH6 (casos amb nivells
basals normals) va ser de 58,3% (21/36) en el @®B%, (47/77) en el GG2, 58,6% (17/29)
en el GG3, 63,6% (21/33) en el GG4 i 35% (7/20¢leBG5.

La pérdua d’expressio nuclear dMiéH1 es va evidenciar en 7,7% (3/39) dels tumors GG1,
5,1% (4/79) dels GG2, 6,9% (2/29) dels GG3, 3%J)LBels GG4 i en un 0% (0/20) dels
GG5 (MLH1, Fisher’s exact test, p = 0.780).
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Finalment, no es va detectar pérdua d’expressileaudePMS2 en cap tumor corresponent
dels grups GG1, GG3 i GG5, pero si en un 3,8% J3iéB tumors del grup GG2 i en un
3% (1/79) del GG4 (PMS2, Fisher’s exact tpst, 0.746).

La distribucio dels percentatges de tumors ambyaédtexpressié immunohistoquimica de
les proteines reparadores de I'ADN, segons legyodes dels GG pronostics, va ser en
general relativament homogeénia, sense detectafesénties estadisticament significatives
amb cap proteina.

Exemples representatius de les alteracions enrBssg de les proteines MSH2, MSH6,

MLH1 i PMS2 es mostren a léigures 13a-b.
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Figura 13. Exemples d’'immunatincions de les proteifdSH2, MSH6, MLH1 i PMS2 en cancer de prostata (3208
Cas 1: Pérdua d’expressio immunohistoquimica de MiStills basals de MSH6 en un tumor GG4 (GS =4),samb
expressio preservada de MLH1 i PMS2.
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(b) Cas 2: Perdua d’expressié immunohistoquimica de MLRMS2 en un tumor GG4 (GS = 4 +4), amb expressio
preservada de MSH2 i MSH6. Limfocits i cel-lules@mals usades com a control intern.

4. 4. 1. Expressio de la proteina MSH6 segons lariable “grup de grau”
agrupada en clusters

Les dades d’expressié de MSH6 revelen uns pergastate sobreexpressié proteica molt
semblants entre els GG1-GG4 (GG1: 41,7%, GG2: 3&3: 41,4% i GG4: 36,4%) amb
una mitja de 39,4%, i molt diferents dels del g5 (65%). Per aquesta rad, vam realitzar
una analisi de les dades agrupant els GG en dsediGG1-4s GG5(Taula 9).

En base a aquesta analisi, considerant Unicamaas@s dues categories GG1-4 i GG5, la
sobreexpressio de MSH6 presentava una assocideidigiEament significativa amb els
tumors GGHPearson Chi-Square, p = 0.028¢és a dir, els casos tumorals amb un GS més

elevat, i, per tant, amb una major agressivitat inajor dany genomic.

90



Expressié de la proteina MSH6 segons els GG (OMSI) agrupats en dos
clusters
Tipus d’alteracio Tumors GG1-4 | Tumors GG5 P-value
Expressié basal de MSH6 106 (60,57%) 7 (35%) 0.028
Sobreexpressié de MSH6 69 (39,43%) 13 (65%)

Taula 9: Expressio nuclear basal i sobreexpressié de le@ipaMSHG6 segons els GG agrupats en dos clu§&&%-@vs
GGb).

Com ja s’ha comentat anteriorment, I'expressidaderbteina MSH6 va ser negativa en un
percentatge important dels casos (GG1-4: 60,57%5:@6%), fet que podria indicar un
significat biologic i clinic diferent d’aquesta petna, si més no en el CaPr en comparacio
amb els patrons més comuns d’expressié de MSH2, MUPMS2. Per aquesta rad, vam
definir els conceptes “nivells basals” i “sobreeeg®id”, interpretant com a nivells basals els
casos amb immunohistoquimica negativa i com a sapressié amb finalitat reparadora
davant del dany genomic, aquells casos amb paaitimimunohistoquimica, hipotetitzant
qgue la proteina MSH6 se sobreexpressa amb mapiéineia en els casos més agressius
amb un major GG.

4. 4. 2. Relacié entre I'expressio de les proteindeminants de I'heterodimer

(MSH2 i MLH1) i la variable “grup de grau” en cancer de prostata

També es va analitzar la doble pérdua d’expressi@sproteines dominants de cadascun
dels respectius heterodimers (MSH2 i MLH1), aixhda perdua d’'una de les dues (MSH2
0 MLH1), en relacié amb la variable GG.

La distribuci6 de pérdua d’expressio entre elsrdifss GG va ser novament forca
homogenia. La perdua d’expressio de MSH2 o MLHJdaesbservar en un 2,6% dels tumors
GG1; 10,1% dels GG2; 10,3% dels GG3; 9,1% dels G&, dels GG5. En canvi, la doble
pérdua proteica (MSH2 + MLH1) va ser un esdeventnigineqiient i Unicament es va
reportar en un 5,1% dels casos GG1; un 2,5% dels & 3,4% dels GG3, i en cap tumor
dels grups GG4 i GG5.
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Ni la pérdua d’expressio aillada de MSH2 o MLH1]apérdua d’expressié combinada
d’ambdues proteines va mostrar una tendencia sstagient significativa amb la variable
GG (Fisher’s exact test, p = 0.787).

4. 5. Relaci6 entre I'expressio proteica de MSH2, 8H6, MLH1 i I'estatus
d’ERG en cancer de prostata

Amb l'objectiu d’analitzar la relacio potencial emt’'expressio de les proteines MSH2,
MSH®6 i MLH1 amb la via d’activacié del geERG els casos estudiats es van dividir en dos
grups depenent dels resultats obtinguts a partiesteidi immunohistoquimic de la proteina
ERG: tumors ERG-positius (n = 96), majoritariameéeguts al reordenament del geRG
(Figura 14), i tumors ERG-negatius (case$ (n = 104). No es va analitzar la relacio entre
la proteina PMS2 i I'estatus d’ERG, perqué la parda PMS2 es va considerar com un

event molt infrequient.

Figura 14. Exemple d'immunotincio
positiva de la proteina ER@50) en
un cas amb un GS = 3 + 3 (GG1).

Respecte a la proteindSH2, la seva pérdua d’expressido va mostrar una associa
estadisticament significativa amb els tumors ER@atias (casoswmt) (Pearson Chi-
Square, p = 0.015)és a dir, amb absencia del gen de f&kés Concretament, un 81,2%
(13/16) dels casos MSH2-negatius eren BRCGen tant que en els tumors MSM2-els
percentatges de positivitat i de negativitat d’ER(E ser respectivament del 50,3% (93/185)
i del 49,7% (92/185).

Pel que fa a la proteilfdSH6, les alteracions de la seva expressido no van nmastia
associacio significativa amb I'estatus d’ERG. Egreip de tumors ERG-positius, un 54,9%
(45/82) va mostrar sobreexpressio de MSH6, i emugd de tumors ER®4, el percentatge
de sobreexpressié de MSH6 va ser del 45,1% (37R&rson Chi-Square, p = 0.112) .
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Finalment, respecte a la protelddH1 , la pérdua d’expressid va ser un event molt més
freqUient al grup de tumors ER@-amb un percentatge del 70% (7/10), en comparacid a
el grup de tumors ERG-positius (30%, 3/10) (Fishexact test, p = 0.335). Tanmateix,

aquesta diferencia no va ser estadisticament gigtifa (Taula 10).

Alteracions Uniques i combinades de I'expressié imamohistoquimica de les
proteines MSH2, MSH6 i MLH1 segons l'estatus d’'ERG
Total de Tumors ERG- Tumors ERG-
Tipus d’alteracid tumors positius negatius (vt) P-value
Perdua de MSH2 16 3 (18,8%) 13 (81,2%) 0.015
Sobreexpressio de
MSH6 82 45 (54,9%) 37 (45,1%) 0.112

Pérdua de MLH1 10 3 (30%) 7 (70%) 0.335
Pérdua de MSH2

ilo MLH1 21 5 (23,8%) 16 (76,2%) 0.019

Taula 10: Relacié entre les alteracions Uniques i combinddd®xpressié immunohistoquimica de les protemM&s12,
MSH®6 i MLH1 segons l'estatus d’'ERG.

4. 5. 1. Relacié entre I'expressio de les proteindeminants de I'heterodimer
(MSH2 i MLH1) i I'estatus d’'ERG

La perdua d’expressiéo combinada de les proteined2ViSVILH1 o la pérdua de com a
minim una d’elles (MSH2 i/o MLH1) va mostrar una@siacio estadisticament significativa
amb els tumors ER@# (Pearson Chi-Square, p = 0.019EI percentatge de tumors amb
pérdua de MSH2 i/o MLH1 en els quals la protein&GBR ser negativa va ser del 76,2%
(16/21), en comparacié amb el 23,8% (5/21) delootsrERG-positiusTaula 10).

4. 6. Relaci6 entre I'expressio proteica de MSH2, 8H6, MLH1 i I'estatus

de PTEN en cancer de prostata

La relaci6 potencial entre I'expressio de les prete MSH2, MSH6 | MLHL1 i la inactivacié
del genPTENtambé va ser analitzada. Seguint el mateix procadlimue a I'apartat 4. 5.,
els casos estudiats es van dividir en dues cagsgeegons els resultats obtinguts mitjangant

I'estudi de I'expressio immunohistoquimica de latpina PTEN: tumors PTEN-positius
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(casoswt) (n = 127), i tumors PTEN-negatius (total o pdicias a dir, amb inactivacié del
gen (n = 73)Figures 15a-. Novament, no es va analitzar la relacio entprddeina PMS2

i 'estatus de PTEN, per considerar-se la perauBMS2 com un event molt poc freqlent
(2%).

Figura 15. Exemples d'immunotincions de la proteRAEN (x50) en cancer de prostai&) Cas 1: Expressié normal,
totalment positiva de la proteina PTEN en un tuamob un GS = 6 (GG1)B) Cas 2: Pérdua marcada d’expressio
immunohistoquimica de PTEN en un tumor GG5 (GS.> 8)

Respecte la proteifdSH2, el percentatge de pérdua va ser igual, tant gruplde tumors
amb perdua de PTEN (50%, 8/16) com en el grup meitsiamb preservacio de PTEMY
(50%, 8/16) (Pearson Chi-Square, p = 0.242). Pelfgwals tumors amb perduaéH1,

el percentatge de perdua de PTEN només va sef#ée(310), mentre que el 70% (7/10)
van ser PTEN-positius (Pearson Chi-Square, p =9).7Rel que fa als tumors amb
sobreexpressio dMISH6, el percentatge de pérdua de PTEN va ser del 3524982),
mentre que el 64,6% (53/82) van ser PTEN-posif@sa(son Chi-Square, p = 0.896a0la
11). Per tant, 'abséncia d’expressio de MSH2 i MLiIHA sobreexpressio de MSH6 no van

mostrar cap relacié estadisticament significativd destatus de PTEN.
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MSH2, MSH6 i MLH1 segons l'estatus de PTEN

Alteracions uniques i combinades de I'expressio imumohistoquimica de les proteine

[72)

Total de Tumors PTEN- | Tumors PTEN-
Tipus d’alteracio tumors positius (wt) negatius P-value
Perdua de MSH2 16 8 (50%) 8 (50%) 0.242
Sobreexpressio
de MSH6 82 53 (64,6%) 29 (35,4%) 0.896
Pérdua de
MLH1 10 7 (70%) 3 (30%) 0.749
Pérdua de MSH2
ilo MLH1 21 12 (57,1%) 9 (42,9%) 0.522

Taula 11: Relacié entre les alteracions Uniques i combinddd®xpressiéo immunohistoquimica de les protemM&s12,

MSH®6 i MLH1 segons l'estatus de PTEN.

4. 6. 1. Relacio entre I'expressio de les proteindeminants de I'heterodimer
(MSH2 i MLH1) i I'estatus de PTEN

Tampoc la pérdua d’expressio combinada de lesipegeMSH2 i MLH1 o la péerdua de
com a minim una d’elles (MSH2 i/o MLH1) va mostrara associaci6 amb els tumors
PTEN-negatius (Pearson Chi-Square, p = 0.522)eElgntatge de tumors amb pérdua de
MSH2 i/o MLH1 en els quals la proteina PTEN vapsesitiva (PTENwt) va ser del 57,1%
(12/21), en comparacié amb el 42,9% (9/21) delootsr®TEN-negatiusT@ula 11).
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5. DISCUSSIO






El CaPr constitueix el segon cancer més freqiiehberes a Occident i la quarta neoplasia
maligna més comuna arreu del mén [204]. La majdiéajuests cancers presenten un
comportament indolent, malgrat un petit subgrup @giearacteritza per tenir un curs clinic
meés agressiu, requerint d’'un tractament radicahaastiu [205]. Respecte al pronostic, els
parametres més ben establerts son les determisasdoigues de PSA, la carrega tumoral
histologica, el GS i la classificacio dels GG (ORIEL6) [40], aixi com I'estadiatge clinico-
patologic (classificacié TNM de 'AJCC, 8th EditioR017). Malgrat que aquestes dades sén
molt valuoses pel que fa al diagnostic i pronadicCaPr, en el context actual de la medicina
personalitzada, existeix una necessitat imperiasalidposar de dades moleculars més
especifiques per tal d’optimitzar i individualitzeas decisions terapéutiques. En aquest
sentit, un millor coneixement de la biologia delP€aodria facilitar la identificacié de
biomarcadors moleculars, el seu rol en la carcinegigprostatica i la seva aplicabilitat a la
practica clinica. Es per aix0, que el principaleatiu del present estudi ha estat analitzar
I'expressié immunohistoquimica de les proteinesanagores de 'ADN (MSH2, MSHS6,
MLH1 i PMS2) i les seves alteracions en una se&zieasos de CaPr per tal de caracteritzar
morfologicament un subgrup d’ADCs prostatics asgsca inestabilitat de microsatel- lits,
aixi com investigar com es relacionen aquestesaalts amb les caracteristiques clinico-
patologiques dels pacients i I'estatus d’'ERG i PTEeNtal d’inferir si es tracta d’events que

formin part d’'una mateixa via carcinogenetica.

Els estudis de sequienciacié massiva han posdilditedeteccié d’alteracions genétiques
especifiques potencialment tributaries de tractasndiana inolecular targeted therapgen

un important nombre de cancers humans. Per exetagdegséncia de mutacionde®FR

en un subgrup d’ADCs pulmonars constitueix unaali@mapéutica a nivell molecular per

al tractament amb inhibidors dels receptors déilesina-quinases [205]. En aquest sentit,
s6n nombrosos els estudis que han descrit lesigaiscalteracions moleculars que es
coneixen actualment, subjacents a l'origen i pregjéedel CaPr [77-83, 87, 90]. De fet, a
I'actualitat el The Cancer Genome Atlas (TCGA),nnjecte iniciat conjuntament entre el

National Cancer Institute (NCI) i el National Hum@enome Research Institute (NHGRI)

amb l'objectiu d’elaborar un atles amb les printspalteracions moleculars subjacents als
diferents tipus de cancer, ha analitzat moleculatrae total de 333 casos de CaPr primari.
Es tracta d’un estudi especialment rellevant erstqramp publicat per TCGA al 2015 [83],

una de les principals aportacions del qual ha kstdéntificacio de I’heterogeneitat tumoral
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subjacent en CaPr i I'existéncia de diferentsipubtmoleculars definits especificament per
fusions o reordenaments genétics especiif&y, ETV1/4 i FLILo mutacions somatiques
(SPOP, FOXAL En aquest treball es va posar de manifest wmantemia molecular molt
rica del CaPr, en la qual un 74% dels tumors ptiostanalitzats es podien classificar en un
dels set subgrups moleculars definits per la praéte fusions en el gens de la famHIES

0 mutacions somatigues en gens c8ROP, FOXAlo IDH1. Aixi mateix, els resultats
d’aquest estudi van mostrar que aproximadamenO#® #els CaPr primaris presenten
defectes genomics implicats en les vies reparadi&ADN i altres vies carcinogenetiques
classiques com la deI3K—AKT i la de RAS—-MAPK posant-se de manifest I'existencia

d’oportunitats potencials en quant al tractamerth garapies dirigides.

5.1. Cancer de prostata i expressio immunohistogumica de MSH2,
MSH6, MLH1 i PMS2

Com s’ha explicat en apartats anteriors (veuretaphr8. 5. Gens reparadors de ’ADN),
el sistema de reparacio d’errors de I'emparellandentADN és un mecanisme d’excisio-
resintesi que actua com un sensor del dany genaoriegint errors generats durant la
replicacié6 de I’ADN. Esta constituit principalmepels complexes homolegs hMutS i
hMutL, que actuen formant heterodimers amb funciesecifiques. A l'actualitat, els
complexes meés ben caracteritzats son hMut8utLa, formats respectivament pels gens
MSH2i MSHG i MLH1 i PMS2[160-163]. Els defectes en les proteines codiésager
aguests gens tenen com a consequéncia 'acumdiattéracions als microsatel: lits, podent
donar lloc a IMS i a un estatus d’hipermutgdi64]. El rol dels gens reparadors de 'ADN
ha estat extensament estudiat en cancers comadlade i el d’endometri. El TCGA va
reportar que fins a un 16% dels tumors de colom i36% dels tumors d’endometri
presentaven un fenotip hipermutat [166,167]. Pebdis tipus de cancer, un subgrup
considerable de neoplasies hipermutades estavetiadss a IMSmés freqientment degut
al silenciament epigenetic del geMLH1 [166,167]. Tanmateix, pel que fa al
desenvolupament i progressié del CaPr, existeta @entroversia sobre el paper d’aquests
gens, ja que les alteracions genetiques subjagaatsondicionen IMS estan poc definides
en aquest tipus de cancer. Malgrat I'existéencidgdias estudis previs que reporten
alteracions en I'expressié de les proteines repaeadie I'’ADN, tant en CaPr primari com
avancat [171-175], sén molt poques les mutaciors lgan estat identificades en aquests

gens. Alguns autors com Pritchatal. [164], han especulat que les limitacions tecniques
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poden haver comportat una infraestimacié de leaomns detectades en aquests gens en
CaPr. Aixi, tant els mecanismes subjacents conthcits d’aquestes deficiencies, com el
seu significat clinico-patologic i la seva possitgpercussio terapéutica, romanen per aclarir

I mereixen meés esfor¢cos en quant a investigacio.

Les metodologies realitzades a gran escala conexaenple, les analisis mitjancant Next-
Generation Sequencing (NGS) o les analisis d’espgregnica amb micromatrius, tot i que
es van implantant paulatinament als departamentgattdogia, a dia d’avui encara no
constitueixen una eina totalment accessible pdassificar els pacients amb CaPr en la
practica clinica diaria. A més, aquests tipus aegaiments presenten certes limitacions,
com la necessitat de disposar de teixit tumordtest viable. Aquest representa actualment
un dels principals inconvenients quan parlem detm@®sle CaPr, especialment quan es
tracta de tumors prostatics agressius, ja que dstres dels casos de major grau histologic
son biopsies d’agulla que dificilment poden sedasaer a TMAs. Es per aquesta rad que
molts grups de treball han aplicat altres metodekbgom I'Us de panells de marcadors
immunohistoquimics. La IHQ constitueix una técrdegponible practicament en la totalitat
dels serveis de patologia, sent economica, apécalvhostres processades en parafina i en

la qual els patolegs tenim molta experieéncia emtjada seva interpretacio.

En aquesta linia, en el present estudi hem aviduatressio de les proteines MSH2, MSHS6,
MLH1 i PMS2 en una cohort de tumors prostaticsanigant IHQ, que constitueix el métode

de cribratge més usat per detectar les alteraeiofisxpressié d’aguestes proteines.

En base a la literatura actual revisada, el presehall representa el primer estudi que
analitza I'expressio d’aquestes proteines repaesdde '’ADN i la distribucio de les seves

alteracions segons la classificacio dels GG, &sia complementari al GS proposat per la
OMS al 2016 per gradar el CaPr [41]. A més a mesraeta d’'un dels primers treballs en

analitzar la relacio potencial entre I'expressi@dgliestes proteines i I'estatus d’'ERG i
PTEN.

L’analisi immunohistoquimic es va realitzar en 20@ors de prostata agrupats en 9 TMASs,
gue contenien un total de 6@@res Es van obviar 28 casos considerats com a noaldés
basicament per les caracteristiques no adequadgsmaha la preservacio del teixit tumoral.
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La metodologia aplicada va ser similar a la déddhepublicat per Wilczalet al [175], en
gue es va analitzar un panell de marcadors immastazhiimics basat en MSH6, MLH1,
PMS2 i ERG en especimens de CaPr.

Al nostre estudi, els marcadors immunohistoquinaicalitzats (MSH2, MSH6, MLH1,
PMS2, ERG i PTEN) van ser valorats conjuntamentdpsrpatolegs com a minim, per tal
de disminuir el grau de subjectivitat en quantiatierpretacio i quantificacid, especialment
en aguells casos en que es va generar discordag;aa consensuar finalment una Unica
puntuacio. Es va analitzar I'expressio proteica pdblacié tumoral, obviant-se qualsevol
altre positivitat corresponent a un altre tipusloédr, com, per exemple, les cel-lules
inflamatories o endotelials, que a la vegada ctugskien un bon control positiu de la
tecnica. La interpretacié va ser realitzada enpegniun microscopi multicapcal, realitzant-
se una estimacié visual del percentatge de cdiithtlgositiva i negativa i de la intensitat
de la tinci6. No es van utilitzar sistemes de dig#acié d'imatge per a analisis

automatitzades.

Per a la valoracio de la immunotincié de les prgeMSH2, MSH6, MLH1 i PMS2 es va
quantificar la intensitat de la tincié nuclear. ganeral, la interpretacio i quantificacio de la
tincié6 immunohistoquimica amb marcadors nucleaesgmta una menor complexitat i
subjectivitat i més reproductibilitat que la tineidb marcadors citoplasmatics. En ocasions,
la mala delimitaci6 citoplasmatica de la cél-lulamoral pot dificultar la seva
individualitzacio i suposar una limitacio alhoraagleantificar el percentatge de cel-lularitat
positiva 0 negativa per un determinat marcador imwhistoquimic. Per aquest motiu, es
va intentar reduir el nombre de marcadors immunogismics emprats amb tincié

citoplasmatica.

La interpretacio de la tincié immunohistoquimicaMi®H2, MSH6, MLH1 i PMS2 va estar
basada en estudis previs com el de 8h&.[203] i Overbeelet al.[207]. Donada I'escassa
literatura publicada respecte la valoracio immusiagjuimica d’aquests marcadors en
CaPr, el treball de Sheét al. del 2005 [203] va representar un bon model @apé la nostre
cohort, malgrat haver estat realitzat en casosadeer colorectal. En aquest context, vam
considerar com a expressio constitutiva I'expressidear, i es va comptabilitzar com a
positiu qualsevol cas que mostrés tincid nuclearcam que fos focal o debil.
L’esdeveniment a detectar va ser la pérdua d’espiregue havia de ser completa. La tincio

citoplasmatica va ser considerada com aberranglgnat comptabilitzar-se a la taula de
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resultats de I'estudi, finalment no va ser valoradlanalisi de resultats. Els controls interns

utilitzats van ser les ceél-lules inflamatoriesr@stals i endotelials.

Per tal de quantificar la intensitat nuclear, exoasiderar que la millor metodologia era
aplicar el métode de quantificacié per Histoscqres ja ha estat utilitzat en altres estudis
publicats pel nostre grup de recerca [108]. Pesualter la formula aplicada, els punts de tall
i els grups Histoscore realitzats, veure Materialmetodes (apartat 3. 3. 3. Lectura

immunohistoquimica de les matrius tissulars).

Els resultats obtinguts a la nostre cohort van ransha freqiencia general baixa pel que fa
a la perdua d’expressio proteica de MSH2, MLH1 i 32V Concretament, la perdua
d’expressio a nivell nuclear es va documentar eB%mer MSH2, un 5% per MLH1, i un
2% per PMS2 (veure apartat 4. 3., resultats reésdllila taula 6). Aquests resultats serien
concordants amb estudis previs publicats [165,7&9]175] com el de Wilczadt al.[175],

gue recentment van reportar la pérdua d’expressitear de MSH6 en un 10,5% dels casos
analitzats, de MLH1 en un 14,5% i de PMS2 en un .1B6geret al [172] també van
analitzar immunohistoquimicament I'expressi¢ depeseines MSH2 i MLH1, observant
una perdua d’expressio de MSH2 del 12% i sensetdeteap cas amb pérdua completa
d’expressio de MLH1. També recentment, Guested. [169] van publicar un estudi sobre
el rol de la perdua de MSH2 en CaPr, en el quahatetectar perdua d’aquesta proteina en
un 1,2% dels casos, la majoria d’ells corresporeeABCs primaris prostatics (1.133 casos)
I carcinomes prostatics neuroendocrins de celgetda (43 casos). Aquest darrer estudi
documenta que la pérdua immunohistoquimica de M&it fortament relacionada amb la
inactivacio i hipermutacio del g¢MSH2i que aquest fet sembla ser més freqiient en casos
de CaPr d’alt grau.

En relacio amb aquest estudi, préviament al 20itdhard et al. [164] van descriure un
subtipus hipermutat de CaPr avancat associat palment a mutacions als gelSH2 i
MSH6 ocasionants d’'una perdua de funcio, en qué 4 dasbscanalitzats de forma
immunohistoquimica i posteriorment mitjancant tgoeis moleculars, mostraven
reordenaments estructurals complexo®&H2i MSH6.

Respecte a I'analisi d’expressio de la proteina BI&Hlitzat al nostre estudi, son diverses
les consideracions a tenir en compte. En primer #s va analitzar la seva expressio en un
total de 195 casos, sent negativa en un percertatgederable d’aquests (57,9%) (veure

apartat 4. 3., resultats recollits a la taula 6yavénht d'aquestes caracteristiques
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immunohistoquimiques clarament diferents de MSHpeete de la resta de les proteines
analitzades, una de les consideracions que vamavala ser la definicié dels conceptes de
“nivells basals normals” i “fenotip de sobreexpré§saplicades respectivament per aquells
tumors amb una IHQ negativa i per aquells amb @ positiva. En base a aquestes
consideracions, els nostres resultats mostravenmt@tal de 42,1% dels tumors prostatics
analitzats presentaven sobreexpressio de MSH6.

Tot i 'escassa literatura al respecte en I'amlek @aPr, la sobreexpressio de proteines
reparadores de 'ADN com MSH2 i MLH1 ja ha estaypament descrita en altres tipus de
cancer com, per exemple, el cancer gastric [LE]oancer de pulmé de cél-lula no petita,
camp en el qual existeixen estudis com el detlal [178] en qué es va reportar que la
sobreexpressio de hMLH1 correlacionava amb unamfrgquiiéncia de mutacionsElGFR

als exons 19 i 2postulant que podria tractar-se d’un nou marcadweaoular predictor de
resposta al tractament amb inhibidors dels recepterles tirosina-quinases en cancer de
pulmé de cel-lula no petita. Aguesta sobreexpretsithé ha estat descrita en tumors
cerebrals astrocitaris malignes. Srivastaeta al [180] van reportar una expressio
significativament més alta de hMSH2 en glioblastenfgrau IV, OMS 2016) respecte
d’astrocitomes (graus I-1ll, OMS 2016).

Seguint amb un dels objectius del present estadiaeexplorar la relacio entre I'expressio
immunohistoquimica de les proteines MSH2, MSH6, MILHPMS?2 i la variable GG. La
distribuci6 dels percentatges de tumors amb pedthxpressié de MSH2, MLH1 i PMS2
entre els diferents GG va ser relativament homeageNbp es van detectar diferencies

estadisticament significatives (veure apartat 4eéultats recollits a la taula 7).

Pel que fa a la proteina MSH6, cats percentatges de sobreexpressid proteica okgingu
van ser molt semblants entre els GG1, GG2, GG34 &@iferencia del GG5, també vam
realitzar una analisi de les dades agrupant eleiGs clisters: GG1v GG5. Els nivells
interpretats com a sobreexpressio de MSH6 es yamnteg en un 39,4% dels tumors agrupats
en GG1-4 i en un 65% dels casos GG5 (veure aphrdatl., resultats recollits a la taula 9).
Al realitzar aquestes dues agrupacions, vam ohsemwa relacié estadisticament
significativa entre la sobreexpressiéo de MSH6 tetsors del GGEPearson Chi-Square,

p = 0.028), és a dir, els casos tumorals més agressius amBumés elevat. Davant
d’aquests resultats i de la consideracio prévia dehceptes de “nivells basals normals” i

de “sobreexpressio” reparadora davant del danyrgenda principal hipotesi que tenim
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sobre aquest aspecte és que la proteina MSH6 smegphbessaria amb major freqiiéncia en
els casos més agressius i amb un major GG. Temiobmpte que la majoria de cel-lules
tumorals es troben continuament en procés de agplicfase durant la qual sovint es
produeixen defectes en I'emparellament de bas€a0dl i que, per tant, requereix d’'una

major eficiéncia del sistema reparador d’error§ BN, els nostres resultats suggereixen
gue MSH6 podria tractar-se d’'un marcador d’agréssivde dany genomic en CaPr. No
obstant aix0, els mecanismes moleculars que centrbéxpressiéo variable de MSH6

constitueix un tema que requereix d’estudis addalm

A diferencia de treballs com el de Guedssal. [169] que defensa que la pérdua
immunohistoquimica d’algunes d’aquestes proteioes BISH2 és un fet que sembla ser
més frequent en CaPr d’alt grau, la nostra hip&@sie la sobreexpressié de MSH6 estaria
en concordanca amb alguns estudis previs que iggerque el dany genomic podria
activar la sobreregulacio dels gens reparadorA@d, i que relacionen la sobreexpressio
de les proteines codificades per aquests gens amimajor agressivitat tumoral i un pitjor
pronostic [171-175]. Al 2017, Wilczak i col-labomad [175] van publicar que la
sobreexpressio dels gens reparadors de 'ADN (M3HG41 i PMS2) és un tret frequent
al CaPr, relacionant-la amb inestabilitat genétgaessivitat tumoral i un pitjor pronostic
de la malaltia (GS elevat, presencia de metast@siglionars, estadiatge patologic més
avancat i una recurrencia bioquimica precoc ). 8uetal.[172] també van reportar al 2006
que I'expressié moderada/intensa de hMSH2 al CaRelacionava amb una recurréncia
meés primerenca de la malaltia i indicava un praoadinic desfavorable. Un any meés tard,
al 2007 Norriset al. [171] van publicar un treball que documentavajpenera vegada en
humans una elevacio significativa de la proteinaSRMen teixit prostatic tumoral en
comparacio amb el teixit normal adjacent (p < 01Qphferint aixi una relacio potencial
entre la sobreexpressié d’aquests gens i la tureaexy del CaPr. Van observar també una
expressio immunohistoquimica incrementada de PM$2arees de PIN, semblant a
I'evidenciada en les arees corresponents a Caietdhitzant que I'elevacio de PMS2 podria
tractar-se d’'un event primerenc en la carcinogemesitatica. Aquest estudi postulava que
I'elevacié de PMS2 podia constituir un marcadomgsdic en teixit pre-neoplasic i tumoral,

amb independencia de l'estatus del §#irH1, el dominant de I'heterodimer; una reflexio
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gue de forma analoga es pot aplicar al nostre iestuel cas de I'heterodimer constituit per
MSH6 | MSH2.

Per finalitzar amb aquest apartat, també vam eapliar relacié entre I'expressio de les
proteines dominants de I'heterodimer (MSH2 i MLIH&)variable GG. Per aquest proposit,
es va analitzar la doble perdua d’expressio de MiSWIPH1 o la pérdua d’una de les dues.
La distribucio tant de I'expressio proteica comaleespectiva pérdua entre els diferents GG
va ser novament forca homogenia. Ni la perdua d&sgi6 aillada de MSH2 o MLH1, ni la
pérdua d'expressi6 combinada d’ambdues proteines ma@strar una tendéencia

estadisticament significativa amb la variable GG.

5. 2. Relacié de I'expressio immunohistoquimica ddSH2, MSH6, MLH1
I PMS2 amb l'estatus d’'ERG i PTEN

Un altre dels objectius del present treball va iseestigar la relacié potencial entre
I'expressié immunohistoquimica de les proteinearagores de I’ADN i I'expressio d'ERG

i PTEN, dues proteines codificades per gens pegtdaaya la via de les translocacions de la
carcinogenesi prostatica, per tal de tractar d'inf@ es tracta d’esdeveniments que formin
part d’'una mateixa via carcinogenetica, tema selmgeal la literatura actual és molt escassa.
Com ja s’ha explicat a la introducci6 (veure agatte8. 1.), el geERGesta implicat en la
fusié genétic MPRSS2-ER&oneguda per ser I'alteracio genética meés fregrecaPr.
Aquest gen de fusio esta present en aproximadammed% dels tumors de prostata, i
actualment defineix el major subgrup molecular gmeates neoplasies [78,83,90,117-119].
Com a consequéncia de la fusid, I'expressio dadéena d’'ERG s’incrementa de forma
aberrant.

D’altra banda, la relacié entre la perdua de PTEN &ls tumors prostatics d’alt grau ha
estat extensament reportada [146,147], de formdajqieels reordenamentsstRGcom la
perdua dePTENSON esdeveniments comuns i concomitants en lancay&nesi prostatica,
gue poden cooperar en la progressio tumoral [1331449)]. La inactivacié dBTENha estat
considerada com un esdeveniment tarda en el pdecéesenvolupament tumoral, que s’ha
relacionat amb fases més avancades de la maRiltj@4], i com un procés consecutiu a la
fusié genetica &ERG[208]. En aquest sentit, estudis previs del nagptoe de recerca van

revelar que el gen de fusidMPRSS2-ER@sta associat amb CaPr de baix grau quan aquest
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reordenament es presenta com a esdeveniment patoidig. Un segon reordenament
(SLC45A3-ER{ aixi com la pérdua d@TEN podria conduir de forma potencial a tumors

amb un major GS i un estadiatge més avancat [123].

Per a la valoracié de la immunotincio de les prieiERG i PTEN ens vam basar en la
mateixa metodologia aplicada previament a l'estygé vam publicar al 2017 [124],
considerant-se com a expressié constitutiva notaenahmunotincié negativa d’ERG i la
immunotincido homogeénia i intensa de PTEN, respaotient.

D’una banda, per a la interpretacio de la tincitnimohistoquimica d’ERG, no es va fer la
valoracio de la intensitat, perque tots els casmstips mostraven una alta intensitat.
Unicament es van considerar dos patrons d’expressid nuclear negativa (cap tincio
detectable) o positiva (tincié nuclear detectablies cel-lules endotelials es van utilitzar
com a control intern positiu. D’altra banda, erc&s$ de I'analisi de PTEN, es va aplicar un
sistema d’'avaluacié semi-quantitatiu, utilitzants lseglents variables: pérdua total
d’expressio nuclear i citoplasmatica = 0, perduaiphd’expressid = 1, i expressio intensa,

homogeénia = 2. El teixit normal adjacent es va asan a referéncia interna.

Contextualitzant-ho amb el present estudi, Wilczakl-laboradors [175] van publicar al
2017 un article en que descrivien que la sobresgpredels gens reparadors de 'ADN
(MSH6, MLH1 i PMS2) era una troballa frequent alRCarelacionada amb un pitjor
pronostic. Curiosament, I'impacte en quant a proods ser més consistent en aquells
cancers que no mostraven el gen de fUBMM®RSS2-ER@n comparacié amb aquells tumors
ERG-positius.

Amb l'objectiu d’investigar l'impacte potencial dkes alteracions de les proteines
reparadores de I'’ADN amb la via d’'ERG, a I'estuctual es va analitzar la relacié entre les
alteracions en I'expressio de MSH2, MSH6, MLH1 i 8¥amb I'estatus d’ERG i PTEN.
Els nostres resultats han demostrat I'existenciana’ associacié estadisticament
significativa entre la pérdua d’expressié de MSkesitumors ERGwt (p = 0.015). A més

a més, la perdua d’expressié combinada de lesipest&ISH2 i MLH1, o la pérdua Unica
de com a minim una d’elles també ha mostrat unacess0 estadisticament significativa
amb els tumors ER@4 (p = 0.019) Respecte a la proteina MSH6, la seva sobreexpressio

no va mostrar cap relacié amb l'estatus d’'ERG riP@&N.
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Aixi doncs, els nostres resultats permeten estibliipotesi que els tumors prostatics amb
pérdua d’expressio de MSH2 o amb deficiencia coadande MSH2 i/o MLH1 podrien
evolucionar a partir d’'una via de progressio turhanalependent dels reordenaments
genétics que impliquin al g&RG Es a dir, els nostres resultats suggereixenlyotencial
d’aquestes proteines reparadores de 'ADN en umaaricinogenética del CaPr alternativa
a la de les translocacions. Una possible explicegiaquest aspecte és que, probablement,
aquests tumors alberguin una freqliencia major d&ciwns genetiques esporadiques i

mostrin un major potencial agressiu.

Contrariament, una altra troballa remarcable dstneestudi ha estat que la pérdua de PTEN
no ha mostrat cap relacio estadistica amb I'expirekgsles proteines reparadores de 'ADN.
Com s’ha comentat anteriorment, la pérdua de PTEA descrit com un esdeveniment
crucial en la patogenesi i progressié del CaPrp psnse definirper se una via
carcinogenetica en aquesta neoplasia. La pérdudPTdeN pot concérrer amb el
reordenament &RGi ha estat definida com un esdeveniment subclarstepior a la fusio
genetica dERG[208]. Tanmateix, els nostres resultats recolaenlg perdua de PTEN no
sembla estar relacionada amb les alteracions ddesta les proteines MSH2, MSH6,
MLH1 i PMS2.

En base a la literatura publicada fins a I'actasli¢él nostre seria el primer estudi en que s’ha
analitzat I'expressio de les quatre proteines egfmes de 'ADN (MSH2, MSH6, MLHL1 i
PMS2), i la seva relaci6 amb I'estatus d’'ERG i d&EN. Els resultats del nostre estudi
permeten suggerir que el gen de fuUBMPRSS2-ER®auria de ser investigat a la practica
clinica juntament amb I'expressio de les citadesgines reparadores per tal de caracteritzar

a quina via carcinogenetica s’engloba el tumortatasa analitzar.

5. 3. Expressié immunohistoquimica de MSH2, MSH6, MH1, PMS2 i
analisi de supervivéencia (veure Annex 1)

Finalment, seguint amb un altre dels objectiusadprésent tesi doctoral, es va explorar
'existencia d'una possible relaci6 entre cadascurde les alteracions
immunohistoquimiques observades i la progressiBSi&, avaluant també la seva utilitat

clinica en termes de diferencies en la supervigermdi nostre estudi, Unicament la perdua
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d’expressio de PMS2, malgrat tractar-se d’'un esdenent molt infreqtient, va mostrar una
associacié estadisticament significativa amb unaomsupervivéncia lliure de progressio
de PSA. Tot i aixi, degut a 'escas nombre de cpsesents a la nostre cohort amb pérdua
d’expressio de PMS2 aquesta relacio pot resultpranisa i es necessiten més estudis per

confirmar aquesta associacio.

En aquest sentit, alguns articles previs com @ukede®t al.[169] i Langebergt al.[177]
també suggereixen que la deficiéncia d’alguns geparadors de I'’ADN esta relacionada
amb trets adversos del CaPr. Concretament, Langebal.[177] van reportar una possible
relacié entre una variant del geiLH1 i un major risc de desenvolupar CaPr, aixi com un
major risc d’agressivitat i de recurrencia de lalattia. Guedeset al. [169] també van
descriure que la pérdua immunohistoquimica de MSétfibla ser més comuna en CaPr
d’alt grau.

Al present estudi, la sobreexpressio de MSH6 vatnaosna associacié estadisticament
significativa amb els tumors prostatics pertanyetht&G5, motiu pel qual es va decidir
realitzar una analisi de supervivéncia (corba deléaMeier) comparant la sobreexpressio
de MSH6vs I'expressiowt (nivells basals) unicament en el subgrup de turG@$ (Log

Rank test, p = 0.1), que finalment no va mostrarteadéncia estadisticament significativa.

Hi ha diversos articles que descriuen I'existén&asociacions entre expressions aberrants
d’alguna de les proteines reparadores de '’ADN pitjor pronostic [171, 172, 175]. Per
exemple, Burgeet al.[172] van reportar una associacio estadisticasigntficativa entre

la intensitat moderada/intensa de I'expressio delR1&n tumors prostatics i una recurrencia
més primerenca de la malaltia, indicant un pronddiinic no favorable de la malaltia.
Posteriorment, Norriet al. [L71] també van publicar un treball en el qual miells
d’expressio de PMS2 semblaven ser un predictoredgs de recurrencia després de la
cirurgia, documentant que l'elevacido de PMS2 camigina també negativament amb el
pronostic. | seguint amb aquesta linia, recentm@amkset al. [209] han reportat que al
menys un 10% dels homes amb CaPr avancat son par@del mutacions germinals als gens
reparadors de I’ADN, incloent els gens del SistétdR, i que la preséncia de defectes en
aguests gens en pacients amb malaltia metastasamargoaracio amb aquells que presenten
malaltia localitzada, suggereix un rol d’aquestssgen la progressié tumoral i un fenotip

potencialment més agressiu.
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5. 4. Limitacions de I'estudi

Aquest estudi ha estat realitzat amb rigurositab@lper part de tots els professionals que
han participat en ell pero tot i aixi presenta tauions, algunes de les quals ja han estat
comentades al llarg del manuscrit. Una d’elles $tateel nombre de casos amb perdua
d’expressio immunohistoquimica de les proteinesragiores de I'ADN, que no permet
assegurar la fortalesa de les relacions analitzaidadalta de relacions que no hagin pogut
ser detectades. En aquest sentit, I'estudi esitatipels aspectes etics i de conservacio de
les mostres després de la utilitzacié del matddialdels principals inconvenients és que en
el CaPr és especialment dificil disposar d’abundiirit tumoral en fresc viable, i pel que
fa al material, un altre obstacle fa referénciataisors prostatics més agressius, ja que les
mostres dels tumors de major grau histologic sépdies d’agulla, que dificilment poden
ser usades per a fer TMAs i que, per tant, permpt@s estudis immunohistoquimics
addicionals. A més, en aquells casos amb metasississ i, més rarament viscerals, no

acostuma a estar indicada la realitzacié d’'unasiéogiagnostica.

Una altra limitacié inherent a qualsevol treball bameterminats tipus de tumors és
I'hneterogeneitat tumoral intrinseca de moltes reesips, com és el cas del CaPr. A més a
meés, un inconvenient important té a veure amb & pelativament lent i indolent de la
majoria de tumors prostatics, que fa necessariseguis molt llargs per tal de recollir casos
amb evolucio fatal o amb progressié a fases androgiependents o metastasiques. Per tal
de minimitzar aquest problema, en el context dePrCa’acostuma a prendre com a
referencia el temps lliure de progressio bioquimdm PSA, que permet realitzar

comparacions amb seguiments d’entre 2 i 5 anys.

Les troballes del present estudi han de ser coradles mitjancant diverses estrategies de
biologia molecular, aspecte que, tot i que s’esmentaquest apartat, constitueix en realitat
el primer esglaé de la continuitat d’aquesta Iffdaecerca especifica.
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5. 5. Futures linies de recerca i altres considerans

En el context actual de la medicina personalitzzatia vegada sén més els biomarcadors
coneguts aixi com les dades moleculars inheregatdifdrents tipus tumorals, crucials per
tal d’optimitzar i individualitzar les decisions dieo-terapeutiques basades en un diagnostic
de qualitat.

Un coneixement millor i concret de la deficiencidbjgcent als gens reparadors de 'ADN
gue condueix a la inestabilitat de microsatelHasesdevingut de major importancia en els
darrers anys amb la recent aprovacio per la FDA ttactament anticancerigen basat en la
immunoterapia (inhibidors anti-PD-1), que funcidslaquejant I'activitat de la molécula
PD-1, una proteina que pot estar present als tumgue impedeix que les cel-lules T
reconeguin i combatin les cel-lules tumorals. Abdgolejar farmacologicament PD-1,
s’aconsegueix vulnerabilitzar el tumor permeteng @l sistema immunitari tingui més
habilitat en atacar-lo. Aquest tractament estaahtent indicat en aquells pacients amb
tumors solids metastasics o irressecables quentieskeficiencia dels gens del Sistema
MMR o bé inestabilitat de microsatel- lits, indepenttinent de quina sigui la seva histologia,
ja que poden beneficiar-se de forma potencial dagtractament.

Es per aquest motiu que pensem que una futura tmeiarecerca seria analitzar
immunohistoquimicament el marcador PD-L1 (Prograchibeath-Ligand 1) present a les
cel-lules tumorals, utilitzant la mateixa cohort asos estudiada en el present estudi.
Aquesta futura linia de recerca permetria analltegpressié immunohistoquimica d’aquest
biomarcador i contrastar-la amb les dades geneexaguest estudi per tal d’'obtenir més
informacio d'utilitat alhora d’identificar els cas@ue potencialment es puguin beneficiar

d’aquest tractament d'immunoterapia.

Com s’ha assenyalat en I'apartat anterior, lesalte® descriptives, de base morfologica i
immunohistoquimica, donen peu inexorablement asitiy&r i correlacionar aquestes dades

meés a fons amb diferents estratégies cientifigadsalogia molecular i cel-lular.
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6. CONCLUSIONS






En el cancer de prostata, les alteracions de MSHPRI1 i PMS2 es manifesten com
a perdua d’expressié mentre que, paradoxalmetterbaié de MSH6 es manifesta

amb un increment d’expressio.

D'acord amb els resultats del nostre estudi, la dygr d’expressio
immunohistoquimica de MSH2, MLH1 i PMS2 sembla ser esdeveniment

relativament infrequient al cancer de prostata.

En canvi, I'increment de MSH6 s’observa en un pataigge molt notable de tumors

prostatics.

L’expressié immunohistoquimica de MSH2, MSH6, MLHRMS2 no mostra una
relacié estadisticament significativa amb la vdegdoonostica “grup de grau” (OMS
2016).

Considerant I'agrupacié de la variable pronostigaupy de grau” en dues categories
GG1-4i1 GG5, la sobreexpressio immunohistoquimectagroteina MSH6 presenta

una associacio estadisticament significativa amiuehors prostatics més agressius
(GGb).

No hi ha una relaci6 estadisticament significagintre la pérdua d’expressio aillada
de MSH2 o MLH1, ni la pérdua d’expressio combindteembdues proteines i la
variable pronostica “grup de grau” (OMS 2016).

S’observa una associacio estadisticament signifecantre la pérdua d’expressié de
MSH2 i I'abséncia del reordenament del G (tumors ERGAat).

S’observa una relacié estadisticament significagintie la pérdua d’expressio de

MLH1, sola o combinada amb MSH2 i I'abséncia delrdenament del geBRG
(tumors ERGa).
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11.

12.

13.

Els tumors amb perdua d’expressié de MSH2 i MLHth@és o combinades entre
si podrien representar una de les vies alternatieda carcinogénesi prostatica, no

associada a fusions genetiques.

La pérdua dexpressi6 de PTEN no mostra una assOciastadisticament
significativa amb les alteracions en l'expressible® proteines MSH2, MSH6 i
MLH1.

El temps de supervivencia lliure de progressio 84 Bs significativament menor
en aquells pacients amb pérdua d’expressio de PME2,gue caldria confirmar
aguesta troballa en una cohort amb un nombre na#sdg casos amb pérdua de
PMS2.

L’analisi immunohistoquimic de les proteines regdaras de ’ADN (MSH2, MSH6,
MLH1 i PMS2) conjuntament amb 'estudi de I'estatliSRG i PTEN podria ajudar
a subclassificar millor el cancer de prostatagfet contribuiria a la més adequada

estratificacid i un més acurat maneig dels pacients
L’estudi immunohistoquimic conjunt de les protsiMSH2, MSH6, MLH1, PMS2,

ERG i PTEN podria ser aplicable en I'ambit assisi@ndonat que constitueix una

eina practica, reproduible i suficientment precisa.
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8. ANNEX






8. 1. Annex 1: Analisi de supervivéncia: Corbes d€aplan — Meier

Es va realitzar una analisi de supervivéncia (e Kaplan-Meier) per tal de valorar la
supervivencia lliure de progressio de PSA ajuspaal@dat segons la classificacio pronostica
dels GG (OMS 2016) (Log Rank test, p = 0.136), edth segons la pérdua o preservacio
de I'expressié de cadascuna de les proteines dipasade I'ADN. Els resultats van ser els
seguents: perdua de MSMMSH2wt (Log Rank test, p = 0.5640breexpressio de MSH6
vs MSH6 a nivells basalsm) (Log Rank test, p = 0.367), perdua de ML¥EIMLH1 wt
(Log Rank test, p = 0.548), i perdua de PMS8PMS2wt (Log Rank test, p = 0.011).
Malgrat que la perdua d’expressio de PMS2 va savent molt infreqient, es va observar
una associaci6 estadisticament significativa amimemnor temps de supervivencia lliure de

progressid de PSA en aquells pacients amb perdxardssio de PMSZ2Figures 16a-e).
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Figura 16a. Corba de supervivéncia de Kaplan-Meier segonsaksificaciéo GG (Log Rank test, p = 0.136).
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Figura 16b. Corba de supervivéncia de Kaplan-Meier comparanp&tients amb pérdua de MS¥hacients MSH2
wt (Log Rank test, p = 0.564).
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Figura 16c. Corba de supervivencia de Kaplan-Meier comparanpatients amb sobreexpressié de MSsifacients
amb MSH6 a nivells basalaf) (Log Rank test, p = 0.367).
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Figura 16d. Corba de supervivencia de Kaplan-Meier comparanpa&tients amb perdua de MLMdpacients MLH1
wt (Log Rank test, p = 0.548).
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Figura 16e.Corba de supervivéncia de Kaplan-Meier comparanpatients amb pérdua de PM8pacients PMS2vt
(Log Rank test, p = 0.011).

Com la sobreexpressié de MSH6 va mostrar una teralestadisticament significativa amb
els tumors pertanyents al GG5, es va realitzar éaumla analisi de supervivencia comparant
la sobreexpressié de MSHS I'expressiowt en aquest grup concret de tumors (Log Rank

test, p = 0.1), sense observar-se una associdadigicament significativeFigura 16f).
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Figura 16f. Corba de supervivencia de Kaplan-Meier comparamacients amb sobreexpressié de M$klpacients
amb MSH6 a nivells basalai) en categoria GGfA.og Rank test, p = 0.1).

Igualment, es va analitzar la supervivéncia llideeprogressio de PSA ajustada per edat
segons la pérdua d’'una de les proteines MLH1 i/ti{R1& MLH1 i MSH2 wt (Log Rank
test, p = 0.656) i la doble perdua d’expressié dg¢ili MSH2 vs MLH1 i MSH2 wt (Log
Rank test, p = 0.33%Figures 17a-b).
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Figura 17a.Corba de supervivencia de Kaplan-Meier comparapa&tients amb pérdua de MLH1 i/o MSt#2
pacients MLH1 i MSH2wvt (Log Rank test, p = 0.656).
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Figura 17b. Corba de supervivencia de Kaplan-Meier comparanpa&tients amb doble peérdua d’expressié de MLH1 i
MSH2 vspacients MLH1 i MSH2wt (Log Rank test, p = 0.335).

Com la perdua de MSH2 i la doble perdua de MSH2MIdH1 van mostrar relacions
estadisticament significatives amb I'expressicde la proteina ERG, es van analitzar les
seguents combinacions: MSH2 perdut/ERIGSERG+ (MSH2 perdut wt) vsMSH2/ERG

wt (Log Rank test, p = 0.679), i MSH2 i/o MLH1 persiERGwt vs ERG+ (MSH2 i/o
MLH1 perduts owt) vs MSH2/MLH1/ERGwt (Log Rank test, p = 0.797). Les corbes de
supervivéncia de Kaplan-Meier no van mostrar nival significacio estadisticki§ures
18a-b).
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Figura 18a. Corba de supervivéencia de Kaplan-Meier comparasitiiehorsERG+ (MSH2 perdut awvt) vs MSH2
perdut/ERGwnt vsMSH2/ERGwt (Log Rank test, p = 0.679).
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Figura 18b. Corba de supervivencia de Kaplan-Meier comparantuehors ERG+ (MSH2 i/o MLH1 perdutsvet) vs
MSH2 i/o MLH1 perduts/ER@vt vsSMSH2/MLH1/ERGwt (Log Rank test, p = 0.797).

La resta de caracteristiques histopatologiquestzaadés (multifocalitat tumoral i estadiatge
patologic) no es van relacionar amb la supervivggtmbal d’'una manera significativa (Log
Rank test, p = 0.353, p = 0.602).
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