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proteica en ninguno de los casos. Se realizaron 80 inmunetinciones para RET de las
que 57 (71%) fueron positivas y 23 (29%) fueron negativas para la expresién de la
proteina. Por iltimo, al estudiar ROS se obtuvieron 96 casos ftiles, de los cuales
ninguno fue positivo para la inmunotincién.

En cuanto a la secuenciacién, de las 150 muestras de ACNS se pudieron
analizar 48 con técnicas de secuenciacién de nueva generacion. Encontramos
mutaciones no sinonimas recurrentes, 5 de ALK, 3 de RET y 6 de ROS 1. En un caso

observamos una translocacién de ALK con EHP1 y una amplificacién de ALK.

Conclusiones: Las caracteristicas de nuestra serie son similares a otras ya
publicadas. La supervivencia global de los pacientes fue del 48% a los 5 afios. Los
resultados obtenidos en la IHQ y FISH sugieren que ALK y ROS no desempefia una
papel relevante en la oncogénesis de los ACNS. La ausencia de RET se asocié con
marcadores clinicos adversos en pacientes con ACNS. Mediante la secuenciacion se
identifico una nueva translocacién de ALK-EHBP1. No se observé disminucién en
la proliferacién tumoral con ¢rizotinib. Pero si se observé una disminucién de més
del 50% de la proliferacién tumoral con yandetanib a las 72h. Utilizando

concentraciones entre 0,1 y 1 pm. Por lo que en ACNS se deberia realizar mas

estudios de los inhibidores de la tirosina quinasa.

RESUMEN (en Inglés)

Introduction/Aims. Chromosomal translocations at 2p23 cause
overexpression of ALK, other translocations cause overexpression of RET and ROS.
These are tyrosine kinase receptors involved in signaling pathways that regulate
cell proliferation. These translocations occur in 1-5% of lung adenocarcinoma and
have been demonstrated to be useful as a therapeutic target for crizotinib and
vandetanib. Intestinal type adenocarcinomas (ITAC) are histologically similar to
lung adenocarcinomas; therefore, the aim of this study was to evaluate if there are
alterations in ALK, RET and ROS in these tumors.

Method: We studied 150 cases of ITAC. The presence of ALK, RET and ROS




was analyzed in 96 tumor samples by IHC and FISH using 'break apart’ probes for
ALK. In addition, ALK, RET and ROS genes were studied by next generation
sequencing (NGS).

Results: The samples of ACNS didn’t shown ALK translocation. Moreover,
ALK protein expression was absent in all cases. RET was analyzed in 80 cases with
IHQ. 57 (71%) were positive and 23 (2‘4%) were negative for protein expression.
Finally, we studied ROS in 96 useful cases, none of which was positive in IHQ.

Of the 150 samples we analyzed 48 cases with NGS techniques. We found
recurrent non-synonymous mutations, 5 of ALK, 3 of RET and 6 of ROS 1. In one
case we observed a translocation of ALK with EHP1. And we observed

amplification of ALK in 1 case.

Conclusions: The characteristics of ITACs in our series are similar to other
published series. The overall survival of patients in our series was 48% at 5 years.
These results suggest that ALK and ROS are not involved mainly in ACNS. The
absence of RET was associated with adverse clinical markers in patients with
ITACs. Using NGS we observed a new translocation of ALK-EHBP1. No response
was observed in tumor proliferation with crizotinib. And a decrease of more than
50% of tumor proliferation was observed with 0.1 and 1 mp. goncentrations of
vandetanib at 72 h. More research in tyrosine kinase inhibitors in ITACs its

necessary.
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1 ANTECEDENTES



Introduccion

1.1 Introduccion

La supervivencia de los pacientes con cancer de cabeza y cuello
(CCC) no ha tenido cambios sustanciales a pesar del avance en
los procedimientos diagndsticos y en los protocolos
terapéuticos. Se ha mejorado la técnica quirurgica y la radio-
quimioterapia, pero lo que ha supuesto un avance importante
en la estrategia ha sido el diagnéstico molecular y el
tratamiento biologico frente a la expresion de determinados
genes. En este sentido los anticuerpos monoclonales como el
cetuximab frente al receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y las pequefias moléculas inhibidoras de la
actividad tirosina quinasa (ITQ), como gefitinib o erlotinib, han
aumentado las expectativas y contribuido a mejorar la calidad
de vida, sobre todo en pacientes con carcinomas escamosos
avanzados. Sin embargo, dentro de los CCC hay localizaciones y
extirpes tumorales, como son los adenocarcinomas
nasosinusales (ACNS), que apenas se han beneficiado de estas
nuevas terapias. Los ACNS presentan diversas caracteristicas
que los hacen particularmente interesantes en el estudio de las
nuevas dianas terapéuticas. Una de ellas es la mortalidad,
globalmente elevada y apenas modificada en los ultimos afios,
por lo que desarrollar dianas moleculares seria interesante para
mejorar la supervivencia. Ademas, la estrecha relacion
etiologica con el polvo de la madera y el dilatado tiempo de
exposicion para desarrollar el tumor hace que el estudio

molecular tenga interés en el diagnostico precoz.
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No obstante, la baja incidencia de los ACNS es un inconveniente
ya que los estudios publicados son escasos y poco concluyentes
al contar con series limitadas.

Algunos de los genes tirosina quinasa que se han estudiado
recientemente son el gen ALK, RET y ROS y su expresion en el
cancer de pulmon de célula no pequefia (NSCLC), su variante

mas comun es el adenocarcinoma (96% aproximadamente) [1].

Los adenocarcinomas de pulmoén tienen una histologia similar
pero una incidencia muy superior al ACNS y, por tanto, cuenta
con series mas amplias. Concretamente estos estudios se han
centrado en la expresién de ALK fusionado con otro gen, el
EML4, al producirse una translocacion cromosdmica en el
cromosoma 2. Se origina asi una proteina de fusion entre ALKy
EML4 que es la diana terapéutica de un nuevo farmaco el
crizotinib, otro inhibidor de la tirosina quinasa. Este inhibidor
ha sido recientemente aprobado por la FDA ya que obtiene
tasas de respuesta elevadas en los NSCLC, controlando la

enfermedad y mejorando la supervivencia a los 6 meses.

Posteriormente, en los adenocarcinomas de pulmoén, se han
estudiado translocaciones en otros tirosina quinasa como RET y
ROS con una accién y respuesta similar a ALK frente a los ITQ.
Estos resultados tan prometedores respecto al uso de ITQ en el
adenocarcinoma de pulmén nos han llevado a trasladar el

estudio de la expresion de ALK, RET y ROS a los ACNS.
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1.2 Adenocarcinoma nasosinusal

Es una lesiéon tumoral maligna de naturaleza epitelial, con
formacién de estructuras glandulares originadas a partir de un
epitelio glandular.

Al igual que el adenoma (benigno) existen diferentes tipos

dependiendo de la estructura dominante.

1.2.1 Epidemiologia

Los tumores nasosinusales representan el 5% de todos los
tumores de cabeza y cuello y su incidencia es de 1 caso por
100.000 habitantes por afio[2, 3]. La edad promedio de
aparicion es entre los 50 y 60 afos [4]. Del 50 al 80% son
tumores escamosos mientras que del 10 al 20% son ACNS [3, 5].
Los ACNS son mas frecuentes en hombres 6:1 [6], y se considera
una enfermedad ocupacional relacionada con los trabajadores
del polvo de madera. Su incidencia es de 0.19 casos por 100.000

habitantes [7].

1.2.2 Factores etioldgicos

El factor de riesgo principal es la exposicion al polvo de madera.
Los trabajadores con exposicion profesional tiene 500 veces
mas riesgo de desarrollar un cancer que la poblacién masculina
y 900 veces mas riesgo que la poblacion general [8].

Las particulas de mas de 5 wm se quedan en la mucosa
nasosinusal y enlentecen el movimiento mucociliar provocando

la liberacion de sustancias inflamatorias que provocarian a
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largo plazo primero una displasia de las células y después una

metaplasia [9].
1.2.3 Histopatologia

La cavidad nasosinusal esta formada por dos epitelios: la mayor
parte es epitelio respiratorio pseudoestratificado constituido
por células ciliadas y caliciformes que producen una capa de
moco y que ayuda en la defensa y en el aclaramiento de
sustancias extrinsecas inhaladas. En el techo de la cavidad nasal
existe un epitelio olfatorio pseudoestratificado constituido por
células de soporte y neuronas olfatorias cuyos axones
atraviesan la lamina cribiforme y conectan con el bulbo
olfatorio. La diferenciaciéon anormal de estas células da como
resultado  tumores  escamosos, adenocarcinomas 0
estesioneuroblastomas [10].

Los ACNS se dividen en 2 grupos: Los de tipo “intestinal” (ITAC)
que son los mas importantes por su frecuencia y los ACNS tipo
“no intestinal”. Los ITAC a su vez se subdividen en 4 tipos
histolégicos: coldnico (40%), mucinoso (22%), s6lido (20%) y
papilar (18%), y ademas en algunos casos se puede observar

una mezcla de estos tipos (mixto) [11].

1.2.4 Clinica

La presentacion clinica es inespecifica y el diagndstico
diferencial incluye patologia mas frecuente y benigna. Los
signos y sintomas mas frecuentes son obstruccién nasal, dolor

facial, rinorrea, epistaxis. Cuando la extension tumoral es mayor
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puede afectar estructuras dentro de las orbitas y la fosa craneal

anterior produciendo proptosis, diplopia o signos neurologicos.

1.2.5 Diagnéstico

La anamnesis y la exploracion fisica deben ser completas,
realizaremos una rinoscopia anterior, utilizaremos
endoscopios con opticas de 0 y 452 y nasofibroscopios. La
localizacion mas frecuente de estos tumores es el seno etmoidal
aunque se han descrito ocasionalmente localizaciones en el
seno maxilar y esfenoidal [10]. Estudios complementarios
como la tomografia (TC) y la resonancia magnética (RM)
ayudan en la localizacion y la extension de los tumores. La
tomografia con emision de positrones (PET-TC) aporta
informacion en relacién a las metastasis y recurrencia loco-

regional.

1.2.6 Estadificacion

Gracias a la exploracion fisica y a las pruebas complementarias
podemos realizar la estadificacion de los tumores
nasosinusales. Se basa en la localizacidon y extension de los
mismos, el TNM, de acuerdo al sistema de clasificacién de la
unidn internacional para el control del cancer, por sus siglas en

inglés, UICC [12].
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1.2.7 Tratamiento

El tratamiento fundamental de los tumores nasosinusales es la
reseccion quirurgica completa del tumor y la radioterapia
complementaria, aunque el plan terapéutico se debe
individualizar en base a las caracteristicas del tumor: extension,
histologia, mapa genético-molecular. Ademas en base a las
caracteristicas del paciente: la edad y los tratamientos

previos[10].

1.2.7.1 Cirugia

Los abordajes endoscopicos minimamente invasivos se han
aplicado y popularizado progresivamente por su menor
morbilidad y menor numero de complicaciones comparado con
los abordajes abiertos [13]. Ademas, los abordajes abiertos cada
veZ son menos agresivos y con mejores opciones de
reconstruccion con colgajos regionales o colgajos libres [14].

La resecciéon de los tumores nasosinusales muchas veces esta
condicionada por las estructuras que rodean su localizacion,
haciendo que en ocasiones sea imposible dejar un margen
amplio. Intentos de realizar una reseccion amplia podrian
ocasionar lesiones en los pares craneales, Orbita, carotida
interna o sistema nervioso central generando comorbilidades

inaceptables.



Introduccion

1.2.7.2 Radioterapia

La radioterapia con intensidad modulada, la radioterapia
volumétrica, la tomoterapia o la terapia con haz de protones,
han mejorado la precision de la radioterapia. Esto es
fundamental, ya que cerca de la localizacion de los tumores
nasosinusales tenemos estructuras radiosensibles como el
nervio Optico y la coéclea; glandulas: Lacrimales, paro6tida,
pituitaria; estructuras del cerebro: ldbulo frontal, lébulo
temporal, y del troncoencéfalo y la médula espinal; y
estructuras de la cavidad oral. Con estas nuevas técnicas se

reduce la toxicidad y se aumenta la eficiencia [15].

1.2.7.3 Quimioterapia

Existen pocos ensayos clinicos debido a la baja incidencia de
este tipo de tumores, y los protocolos de quimioterapia o
quimioradioterapia que se utilizan, muchas veces son
protocolos utilizados en tumores mas frecuentes como lo son
los tumores de laringe [10], de pulmén o colon.

Se indica quimioterapia cuando esta contraindicada la cirugia o
la radioterapia ya sea porque el tumor esta muy avanzado o
porque el beneficio de estos tratamientos no es superior a la
morbilidad que generan. Actualmente la quimioterapia ha
tomado protagonismo gracias a las técnicas de deteccion
genético-moleculares y gracias al avance en la radioterapia. La
quimioterapia concomitante o la quimioterapia adyuvante

podrian ser utiles dependiendo de las caracteristicas del tumor.



Introduccion

Por ejemplo, en los carcinomas escamosos nasosinusales la
buena respuesta a la quimioterapia neoadyuvante podria ser
predictivo de una buena respuesta al tratamiento y un buen
pronostico [16]. En estos casos, existe evidencia de un aumento
en la supervivencia y de control loco regional con la
radioterapia y la quimioterapia concomitante [17, 18]. De todas
formas no existen estudios comparativos que demuestren una
diferencia significativa en la supervivencia de pacientes
tratados con quimioradioterapia concomitante o pacientes
tratados con quimioterapia neoadyuvante.

La eleccion de la quimioterapia debe ser individualizada. Entre
los farmacos mas utilizados para la quimioterapia de induccién
estan: el docetaxel, el cisplatino y el 5-fluorouracilo. Y tras la
induccién se utiliza el carboplatino semanalmente en ciertos
protocolos de quimioradioterapia [16, 19, 20]. Otra opcion para
los tumores que sobreexpresan EGFR, es la terapia dirigida con
cetuximab cada 2 semanas después de la quimioterapia de
induccién [21].

Otra alternativa es combinar la citoreduccidon quirurgica y la
quimioterapia tdpica repetida con 5-flouorouracilo, esto ha
demostrado buenos resultados en los ACNS [22]. De todas
formas parece claro que hace falta una quimioterapia mas
segura y mas eficaz.

El uso de marcadores moleculares también ha representado un
avance importante en este campo, por ejemplo: la
quimioterapia ha demostrado ser altamente efectiva en los

ITAC con PT53 de tipo salvaje, pero inefectivo en ITAC con
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mutaciones en PT53[23]; también en los tumores escamosos
nasosinusales con niveles bajos de proteina reparadora de la
escision del ADN, ERCC1, ha demostrado una respuesta

favorable a la quimioterapia [24].

1.2.8 Prondstico

Independientemente del tipo de terapia que utilicemos, el
pronostico no es bueno, aproximadamente la supervivencia es
de 30-50% en 5 afios. La supervivencia a los 5 afios depende
fundamentalmente del estadio tumoral y puede disminuir
desde un 80% en tumores T1 hasta un 30% en estadios T4 [2, 4,
6]. La supervivencia no depende tanto del grado histolégico en
pacientes con carcinomas escamosos nasosinusales [25], sin
embargo en ITAC los tipos papilar y colénico estan asociados a
mejores resultados en comparacion a los tipos solido y
mucinoso [11].

La recurrencia local ocurre frecuentemente después de 2 afios y
es el factor mas importante relacionado con la mortalidad [26,
27]. La extension a los nddulos linfaticos y metastasis a
distancia son poco frecuentes pero se recomienda un estudio
completo de estos tumores con pruebas complementarias como

el PET-TC para valorar la extension [10].

10
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1.3 Alteraciones genéticas en adenocarcinomas
nasosinusales

Existen varios genes y proteinas que intervienen en rutas de
sefializacidon encargadas del control de la proliferacion celular.
Dentro de este marco general se han estudiado en los ITAC: TP
53, un supresor tumoral para controlar alteraciones en el ADN;
la via WNT que actda en procesos de diferenciacion y movilidad
celular; EGFR una tirosina quinasa que interviene en la sintesis

de ADN y proliferacion celular; entre otros.

Existen pocos estudios de la caracterizacion genética de los
ITAC. Primero se estudiaron 21 casos mediante hibridacion
genética comparativa (CGH) [28] y después 37 casos mediante
Microarray CGH. Se han identificado las siguientes aberraciones
recurrentes , en orden descendente: ganancias en 5p15 (60%),
8q24 (57%), 20q13 (54%), 20q11 y 8921 (51%), 20p13, 7p11
y (43%), y pérdidas en 5q11 - qter , 8p12 - pter y 18q12-23
(40%), y 17p13 y 19pl13 (35%) . El andlisis MLPA
(amplificacién de sondas dependientes de ligandos multiples)
ha confirmado este patron global de ganancias y pérdidas . La
pérdida cromosomica en 4q32 -ter y ganancias en 1q22, 6p22 y
3929, asi como la supresion de TIMP2 y CRK se han

correlacionado con un resultado clinico desfavorable [29].

Se han observado mutaciones de TP 53 en el 86% de ITAC y

estad en relacion con la exposicion de polvo de madera [23, 30-
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32]. Ademas, se ha publicado la sobreexpresién de p53 en el
72% de los ITAC, y que dicha expresion es menor en el subtipo

mucinoso comparado con los otros subtipos [33].

Alteraciones en la ruta WNT se han descrito en el 31-53% de los
ITAC. La activaciéon de esta ruta produce expresion nuclear de
[-catenina. El estudio de los marcadores de esta via sugiere que
existe similitud en la carcinogénesis de los ITAC con algunos
tipos de adenocarcinomas colorectales en pacientes con

enfermedad inflamatoria crénica [34, 35].

Algunos estudios han demostrado la sobreexpresion de EGFR
en el 20-33% de los ITAC. Ciertas mutaciones de EGFR
descritas en adenocarcinomas de pulmén no han sido
encontradas en ITAC [36, 37]. La sobreexpresion de EGFR
podria ser utilizado como diana terapéutica con farmacos como

el cetuximab e inhibidores de las tirosina quinasas [10].

Mutaciones en KRAS y HRAS que codifican proteinas en la via
de sefializacion de EGF han sido descritas en 15% de ITAC [38].
La deltarasina es un farmaco que inhibe la sefalizacion de RAS
y ha demostrado in vitro y en ensayos clinicos, suprimir el
crecimiento de células del adenocarcinoma ductal de pancreas
[39]. Este podria ser un farmaco candidato a estudio en
pacientes con ITAC que tengan estas mutaciones que por otro

lado son poco frecuentes.
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Por ultimo, algunos estudios han demostrado sobreexpresion
de NFkB y COX2 en ITAC sugiriendo la inflamacién cronica
como carcinogénesis [40]. Posibles agentes terapéuticos que
actuan inhibiendo NFxB y COX2 y la respuesta inflamatoria son

la solitromicina o los AINES [10, 41].

1.4 Aspectos Generales de las tirosina quinasas.

1.4.1 Concepto

La proteinas quinasas son enzimas con una subunidad catalitica
que transfiere el fosfato, usualmente del ATP, a otras proteinas
para producir un cambio conformacional y de actividad.
Existen 2 clases: las que tiene como sustrato la serina/treonina

y las que tienen como sustrato la tirosina [42].

1.4.2 Funcion

Las tirosina quinasas catalizan la fosforilacion de los residuos
de tirosina en las proteinas. La fosforilacion de estos residuos
influye en 3 aspectos fundamentales a las proteinas: su
actividad, su localizacién y sus interacciones.

Estas enzimas se encuentran en diferentes cascadas de
sefializacidon que van desde la membrana celular hasta el ADN
en el nucleo y la alteracion de las tirosina quinasas puede

contribuir en la iniciacién o en la progresion del cancer [43].
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Los que se encuentran en la membrana citoplasmatica actiian
como receptores y transmiten sefiales a través de la misma, las
que se encuentran en el citoplasma transmiten sefiales al nucleo
[44], y dentro del nucleo se encargan del control del ciclo
celular y ciertas propiedades como factores de transcripcion

[43].

1.4.3 Regulacién

La mayoria de los receptores tirosina quinasa estan activados
por ligandos. Los inhibidores de las tirosina quinasa actdan a
este nivel y se unen de manera no covalente a la enzima, al
sustrato o los dos [45]. Después de la interaccién con los
inhibidores muchos de los receptores se internalizan y son
digeridos por los lizosomas para ser reciclados [46]. Cuando
interaccionan con el ligando son activados y envian diferentes

sefiales por el citosol hacia el nucleo.

1.4.4 Familias

Existen 2 familias principales: las transmembrana (receptores)
y las citoplasmaticas.

Dentro de los receptores tirosina quinasa (RTQ) tenemos 20
subfamilias que juegan un rol esencial en diversas actividades
celulares como: el crecimiento, la diferenciacién, el

metabolismo, la adhesidn, la motilidad y la muerte.
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Los receptores estan compuestos de 3 partes: una porcion
extracelular, que se une al ligando, una porciéon transmembrana
y una porcion intracelular, con su dominio catalitico que es
capaz de unirse y fosforilar un sustrato determinado.

Cuando el ligando se une al receptor se producen cambios
estructurales que permiten el contacto del ATP con el sustrato y
la activacion del mismo. Después de la activacion de los RTQ,
una cascada de sefiales a través del citoplasma causa una
respuesta en la expresion génica a nivel nuclear. Muchos RTQ
estan involucrados en la oncogénesis ya sea por mutacion
genética, translocaciéon cromosdémica o simplemente una
sobreexpresion [47]. En cualquier caso el resultado es una
hiperactividad quinasa, que produce crecimiento de células
tumorales sin regulacion e independiente de la activacién por el

ligando.

1.4.5 Significacion clinica

Actualmente las tirosina quinasas son importantes por su
implicacion en el tratamiento del cancer.

Ademas de su participacion en el cancer, la moléculas tirosina
quinasa modifican su funciéon en enfermedades inflamatorias

como arteriosclerosis, psoriasis, sepsis o shock séptico [44].

En los NSCLC se demostré una respuesta favorable en ensayos
clinicos con gefitinib, un inhibidor del EGFR. Este inhibidor de la

tirosina quinasa mejoré algunos de los sintomas en el 43% de
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los pacientes y en algunos casos produjo una regresién tumoral
en estudios de imagenes [48]. Otros inhibidores de la tirosina
quinasa son utilizados en este tipo de tumor, por ejemplo el

erlotinib, el afatinib y el crizotinib.

La leucemia mieloide croénica estd asociada a la translocacion
BCR-ABL otro tirosina quinasa. El imatinib, dasatinib, nilotinib,
bosutinib y el ponatinib son inhibidores de la tirosina quinasa

que se estan utilizando en la actualidad para esta enfermedad.

1.4.6 Tumores estromales gastrointestinales (GIST)

Son tumores resistentes a la quimioterapia, sin embargo el
imatinib puede ser efectivo en el tratamiento de esta
enfermedad en ciertos pacientes [49]. Las células de estos
tumores tienen un receptor de un factor de crecimiento de la
familia tirosina quinasa llamado c-Kit, producido por un proto
oncogén c-Kit. Incluso el imatinib demostr6 una reduccion del
65% del tamafio de este tumor y la reduccion de las metastasis

hepaticas en un caso[49].

1.4.7 Otros

El sunitinib es un inhibidor de la tirosina quinasa que actiia en
el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFR), en el receptor del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGFR), en el receptor del factor de células madre y

en el receptor del factor 1 de estimuladores de colonias [50].
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El gefitinib y el erlotinib actian en el dominio quinasa del
EGFFR, y puede ser usados para el tratamiento de tumores de
pulmén y pancreas que presentan una sobreexpresion del

EGFR.

1.5 Aspectos Generales de ALK

ALK esta localizado en el brazo corto del cromosoma 2 (2p23).
El gen codifica un receptor transmembrana (ALK), homdlogo a
los receptores de insulina. Su secuencia de aminoacidos indica
que es un receptor tirosina quinasa [51]. El receptor ALK es una
proteina que comprende un dominio extracelular, un tramo
hidrofébico que corresponde a una region transmembrana, y un
dominio quinasa intracelular. Se ha descrito una homologia del
40% entre la porcion extracelular del receptor y la tirosina
quinasa del leucocito (LKT). La porcién intracelular tiene
también un 50% de homologia con el receptor de insulina y sus
vias de senalizacion e incluso con las moléculas adaptadoras de
esas vias, como son el substrato del receptor de insulina (IRS-1)
y el factor de crecimiento asociado al receptor GRB-2 (Figura 1).
ALK desempefia un papel importante en el desarrollo del
cerebro y ejerce sus efectos en las neuronas del SNC. Se expresa
durante el desarrollo de tejido nervioso, central y periférico,
pero no en el tejido adulto, salvo algunas neuronas, células
gliales y endoteliales [52].

La actividad de los receptores tirosina quinasa depende de su

expresion génica y de la unién de sus ligandos, las alteraciones
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del gen pueden inhibir o estimular su accién. Uno de los
principales ligandos de ALK es el factor de crecimiento
pleiotropina (PTN), el cual se une al dominio extracelular del
receptor interactuando con él. Existe un homdlogo de PTN, la
midkina (MK), que es otro ligando de ALK, aunque posee menor
afinidad [53]. El patron normal de expresiéon PTN y MK en el
desarrollo de diferentes tejidos se superpone en cierta medida
con el del receptor de ALK. Como ya se ha comentado los
niveles mas altos de ALK se encuentran en el SNC y periférico
durante la embriogénesis, en la mitad y final de la gestacion
[54]. Sin embargo, en tejidos adultos normales la expresion del
receptor de ALK, PTN y MK esta limitada.

Es un hecho bien establecido que las vias de sefializacion para el
desarrollo y mantenimiento de un tejido se relacionan con las
vias que favorecen la progresion tumoral. Asi, se ha visto
aumento de expresion de ALK, PTN y MK tanto en el desarrollo
normal del sistema nervioso como en canceres de origen glial.
Sin embargo, no se ha podido demostrar que el bloqueo de su
expresion altere la supervivencia de embriones, aunque se
producen alteraciones sutiles en la conducta, memoria y

fertilidad de ratones “knockout” [55].
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Figura 1: A) Esquema de la proteina quimérica de ALK y EML4. Se
observan los dominios extracelular, transmembrana e intracelular. La
homologia del dominio extracelular con LTK es del 50%; para el
dominio quinasa es del 78% para LKT, 47% para IGF-1R y 46% para
InsR. Se muestran también las vias de sefializaciéon (RAS y PI3K/Akt)
encargadas de la proliferacion y supervivencia celular. En azul
aparecen los anticuerpos frente a los ligandos de ALK, PTN y MK que se
encuentran en estudios preclinicos. En verde los inhibidores tirosina
quinasa que actian en el dominio quinasa, como el crizotinib. B)
Cariograma: la localizacion del gen ALK en el brazo corto del
cromosoma 2. Imagen modificada de Wellstein [51].

Relacion con el cancer

ALK se ha encontrado reorganizado, mutado, o amplificado en
una serie de tumores, incluyendo el linfoma anaplasico de
células grandes (“anaplastic lymphoma receptor tyrosine
kinase”), de ahi el acréonimo que lo define; el neuroblastoma; el

tumor miofibroblastico inflamatorio (IMT)[56] y,

19



Introduccion

recientemente, el adenocarcinoma de pulmén [57, 58].
Refiriéndonos a esta ultima localizacion, se debe recordar que el
cancer del pulmon es uno de los tumores mas frecuentes, con
una supervivencia que no supera el 10-15%, siendo casi todos
los supervivientes estadios precoces. La alta incidencia y la baja
supervivencia han hecho del cancer pulmonar un candidato
estratégico al diagnostico molecular y al ensayo de dianas
moleculares terapéuticas. En este sentido una de las mutaciones
con mas impacto en los tratamientos biolégicos fue la del gen
EGFR y la del inhibidor de su receptor tirosina quinasa, el
cetuximab. Otras alteraciones moleculares demostradas en el
cancer de pulmo6n se han detectado en los genes MET, VEGF
(factor del crecimiento del endotelio vascular), VEGFR (receptor
del VEGF), KRAS, HER 2, ROS y RET entre otros, todos ellos
conocidos oncogenes [59]. En la actualidad se ha descrito la
fusion de ALK/EML4 por reordenamiento cromosdmico en los
adenocarcinomas de pulmoén [60].

Los reordenamientos cromosémicos (translocaciones o
inversiones) son las alteraciones genéticas mas comunes
demostradas en el gen ALK, dando como resultado la formacion
de multiples genes de fusiéon entre los que se encuentran:
ALK/EML4 (cromosoma 2/2), ALK/RANBP2 (cromosoma 2/2),
ALK/ATIC (cromosoma 2/2), ALK/ TFG (cromosoma 2/3),
ALK/NPM1 (cromosoma 2/5), ALK/SQSTM1 (cromosoma 2/5),
ALK/KIF5B (cromosoma 2/10), ALK/CLTC (cromosoma 2/17),
ALK/TPM4 (cromosoma 2/19) y ALK/ MSN (cromosoma 2/X),
(Figura 2).
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Figura 2: Representacion de las diferentes aberraciones de ALK. Las
mutaciones y amplificaciones de ALK son tnicas en los neuroblastomas,
pero se encuentran de manera muy excepcional; las translocaciones en
estos tumores todavia no han sido detectadas. Imagen modificada de
Mosse et al [61].

El motivo por el que ALK puede comportarse como oncogén y
participar en la génesis tumoral se ha explicado por tres
mecanismos: formando un gen fusionado con otros genes como
ya se ha comentado, ganando copias adicionales del gen y por
mutaciones del ADN.

Vamos a referirnos, por su mayor trascendencia, al mecanismo
de fusion. La inversion del brazo corto del cromosoma 2 da
como resultado la fusion de ALK y EML4 que codifica una
proteina involucrada en el ensamblaje de los microtibulos. La
proteina de fusion ALK/EML4 aparece en el 3-5 % de los
NSCLC, siendo la aberracién cromosdémica mas comun en el
cancer de pulmon. El gen fusionado ALK/EML4 se observa en
los NSCLC en los que se excluyen mutaciones de EGFR y KRAS,

siendo la mayoria adenocarcinomas en pacientes jovenes y no

21



Introduccion

fumadores [62]. La fusion de ALK/EML4 se ha detectado en
todos los subtipos histologicos de adenocarcinoma pulmonar,
pero especialmente en los sdlidos con células en anillo de sello y
patrén mucinoso cribiforme [63].

El 60% de los linfomas anaplasicos de células grandes (ALCL)
presentan también una translocacion entre el cromosoma 2 y el
5, con un gen fusionado, ALK/NPM (nucleofosmina).

Ademas, la expresion de ALK de longitud completa ha sido
observada en algunos tumores de origen ectodérmico como
neuroblastomas, glioblastomas, canceres de mama y melanoma.
Se evalué la expresion de ARNm de ALK y PTN en el cerebro
normal y en tumores gliales por medio de hibridacion in situ,
observando que los tumores de alto grado y mas agresivos
(glioblastoma multiforme, oligodendroglioma anaplasico)
tenfan mayor expresion que el tejido cerebral normal y los
tumores de bajo grado [64]. Se demostr6 también una
correlacion directa entre la expresion del ARNm y ambos genes.
Muchas vias celulares que intervienen en el crecimiento,
proliferaciéon celular, reestructuracion de tibulos
citoplasmaticos, migracién celular, y por tanto, también en la
oncogénesis son activadas por ALK [65]. Entre ellas estan:
RAS/ERK (quinasa regulada por sefales extracelulares),
JAK/STAT, PI3K/Akt y PLC gamma (fosfolipasa C gamma). La
accion proliferativa de la proteina quimérica ALK/EML4 viene
determinada por la via RAS/ERK, la supervivencia celular y los
cambios en el fenotipo estdan mediados por JAK/STAT y

PI3K/Akt y PCL gamma interviene en la sefializacién mitogena.
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Otras proteinas actiian también durante la sefial mitégena de
ALK y ejercen su accion al unirse especificamente al residuo
tirosina de la porcion intracitoplasmatica de ALK. En este grupo
se incluye IRS-1 (substrato del receptor de insulina 1), SHC y
GRB2 [66].

En la oncogénesis es muy importante la activacion de la via del
PI3K ya que genera una accion antiapoptdtica al activar Akt, que
a su vez activa y fosforila FOX03a. Esta ultima proteina queda
secuestrada en el citoplasma y no puede ejercer su accion de
transcripcion, induciendo la supervivencia celular y
estimulando el ciclo celular gracias a la sobreexpresiéon de la

ciclina D2 y al bloqueo de Bim1 y p27[67] (Figuras 3y 4 ).
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Figura 3: 1.-La unién de los ligandos al dominio extracelular y su
dimerizaciéon producen la fosforilacion del dominio tirosina quinasa
(TQ) y a su vez activan las vias de sefalizacion de ALK. 2.- La
sefalizacion independiente de ligandos es inducida por mutaciones
que activan el dominio TQ o amplificacion de ALK mediante
sobreexpresion, dimerizaciobn espontdnea o transactivacion
(incremento en la frecuencia de la expresion génica) de TK. 3.- ALK
también se puede activar gracias a la fusion de los dominios TK
mediante aproximaciéon y dominios enrollados. Imagen modificada de
Mosse et al [61].
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Figura 4: ALK induce transformaciéon mediante sus vias y redes de
sefalizacion. Los efectos mas importantes de ALK-NPM se producen por
la activaciéon de JAK/STAT, PI3K/Akt, RAS/ERK y PLC gamma, cuyas
vias controlan la proliferacion, supervivencia y el ciclo celular. Se
observa la fosforilaciéon e inactivacion de FOX03a y la subsiguiente
activaciéon de la ciclina D2. En ALK-EML4 las vias mas importantes,
estudiadas hasta el momento, son RAS/ERK y PI3K/AKkt. A la derecha se
muestra la via de STAT 3 que incrementa la fosforilacion oxidativa de
residuos de tirosina y serina, contribuyendo asi en el proceso
oncogénico. Imagen modificada de Mosse et al [61].

La intercomunicacién entre las células cancerosas y las células
del estroma es crucial en la progresion maligna, siendo
necesaria para la migracion de las células tumorales, la invasion
vascular, el reclutamiento de células inflamatorias y la creacion
y expansion metastasica en los organos. En este sentido se
estudid la expresidon génica de la ruta ALK/PTN en los tejidos
estromales, analizando el transcriptoma tumoral y el estroma
normal en el adenocarcinoma de mama. Se observé un
aumento significativo de la expresion de ALK, LTK y PTN en

tejidos tumorales con relacion al estroma de tejidos mamarios
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sin tumor [68]. Otro estudio demostr6 también la
sobreexpresion de LTK y PTN en el estroma del
adenocarcinoma pancreatico con relacion a los tejidos
pancreaticos normales. Todo ello parece indicar el papel
importante de ALK en la progresidon e invasion del cancer.

Finalmente se ha descrito que la sobreexpresion de PTN y ALK
se relacionan con peor pronéstico en tumores cerebrales a los 3

y 5 afios [64, 69].

1.5.1 ALKy tumores de cabezay cuello

El cancer de cabeza y cuello (CCC), si agrupamos todas las
localizaciones, es el sexto en frecuencia a nivel mundial. En
EE.UU la incidencia en el 2012 fue de 52.610 nuevos casos con
11.500 muertes. Incluye tumores malignos de diferentes
localizaciones: nasofaringe, orofaringe, hipofaringe, laringe y
senos paranasales. El tipo histopatologico predominantemente
es el carcinoma de células escamosas que se caracteriza por su
agresividad local y la tendencia a las metastasis ganglionares,
con una supervivencia intermedia debido a las recidivas
locorregionales. En las fosas nasales y en los senos paranasales
se han descrito el 3-6 % de todos los CCC de los que el 8-25%
son ACNS. En estos ultimos la supervivencia es baja y las
recidivas frecuentes, sobre todo a nivel local (6rbita, cerebro).
Muchos factores como el tabaco, el alcohol, infecciones virales y

predisposicion genética estan asociados con la etiologia del CCC,
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pero en los ACNS el factor predominante es la exposicion al
polvo de la madera.

En los ultimos afios han surgido muchas expectativas en
referencia a la biologia molecular y a las terapias biologicas
dirigidas, especialmente con los inhibidores de la tirosina
quinasa [70]. El ejemplo mas significativo es el del EGFR uno de
los oncogenes mas estudiados en el CCC. Este gen codifica un
receptor miembro de la familia de proteinas ErbB, con
multiples acciones a través de diversas vias de sefializacion. El
cetuximab es un inhibidor bioldgico especifico de la proteina
EGFR y en la actualidad ha demostrado su utilidad clinica. Otros
oncogenes también implicados en el CCC son RAS, MYC, VEGF,
PIK3C/Akt, etc. Con cada nuevo descubrimiento la complejidad
del cancer se va desvelando progresivamente. Asi, ha surgido
una tupida red de vias metabdlicas interconectadas en
funciones que hasta hace pocos afios se creian poco
relacionadas. Esta gran cantidad de datos hace que cada vez sea
mas dificil atribuir a una unica proteina o via metabdlica un
papel preponderante en el desarrollo de esta compleja
enfermedad. Las vias de sefalizacion y los oncogenes citados,
entre los que podemos incluir también ALK, estan siendo
investigados ademas para determinar nuevas dianas
terapéuticas. Estos tratamientos dirigidos tendrian como
ventajas su especificidad y escasa toxicidad [71].

Por tanto, a nivel molecular, el diagndstico precoz y los avances
terapéuticos, aunque con resultados limitados, se consideran en

la actualidad mas importantes que el conocimiento detallado de
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todos los mecanismos de transformaciéon y progresion. La
estrategia actual frente al CCC es la de incorporar lo antes
posible a la clinica aquellos marcadores bioldgicos que hayan
probado alguna utilidad diagnostica y terapéutica. En este
contexto es en el que debemos considerar ALK y su inhibidor
crizotinib, revisando lo hasta ahora publicado en CCC y
extrapolando los resultados obtenidos en los adenocarcinomas
de pulmén a los ACNS.

Sin embargo, en el CCC hay pocos trabajos que estudien el
comportamiento de ALK.

De todos los tipos histopatologicos que integran el CCC sélo se
ha podido relacionar ALK con dos extirpes tumorales poco
frecuentes como son el pseudotumor inflamatorio y el
rabdomiosarcoma, donde se ha descrito la sobreexpresion
simultanea de ALKy Ki 67 [72] [73].

Hasta el momento no se ha descrito expresion de ALK ni en
tumores de células escamosas ni en adenocarcinomas, menos
aun en ACNS, aunque como ya hemos comentado si se ha
demostrado su positividad en adenocarcinomas de pulmon.

El pseudotumor inflamatorio de cabeza y cuello o tumor
miofibroblastico inflamatorio (IMT) es wuna neoplasia
constituida por células fusiformes mesenquimatosas
miofibroblasticas, infiltrados plamociticos, linfocitos y
eosinofilos. Se desarrollan sobre todo en pulmon, tejido blando
y visceras de nifios y jovenes. En su evolucion se caracterizan
por recidivar frecuentemente aunque son muy raras las

metastasis. En cabeza y cuello se han descrito

27



Introduccion

aproximadamente el 8% de todas las localizaciones de IMT [74],
con un peor prondstico cuando ALK esta sobreexpresado a nivel
citoplasmatico, hecho que ocurre en el 56% de los pacientes
[72]. En los IMT se ha encontrado una aberracién clonal
citogenética en el gen ALK localizada en el brazo corto del
cromosoma 2 (2p23) que podria tener relacion con el
pronostico y la evolucién de la neoplasia.

El tratamiento principal del IMT es la cirugia, pero se ha visto la
utilidad de la terapia bioldgica con anticuerpos frente al factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa), ademas de corticoides,
antiinflamatorios, radioterapia a bajas dosis o quimioterapia.
Recientemente los pacientes que expresaban ALK fueron
tratados con crizotinib con respuesta parcial durante 6 meses al
disminuir el tamafio de la lesiones entre el 40-53% [75].

El otro tumor donde se estudio ALK en la regién de cabeza y
cuello es el rabdomiosarcoma, que es el sarcoma mas
frecuente en niflos menores de 15 afios. La clasificacion
internacional mas utilizada lo divide en embrionario, alveolar y
pleomorfico. Se ha demostrado la expresion de ALK en los
rabdomiosarcomas es del 19%, siendo el 67% de ellos del

subtipo alveolar [73, 76].

1.5.2 Métodos de deteccion

Para detectar la reestructuracion del gen ALK en muestras
celulares o histopatolégicas, en cualquiera de las variedades de

genes de fusion descritos anteriormente, los procedimientos
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que se pueden utilizar son: inmunohistoquimica (IHQ),
hibridacién fluorescente in situ (FISH) y reaccion de la cadena
de polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR). El manejo
del tejido, su procesamiento y seccion deberian estar
estandarizados para optimizar su utilidad, especialmente en
estudios moleculares de tincién y basados en PCR.

La IHQ tiene algunas ventajas frente a FISH y RT-PCR entre las
que destacan su costo, rapidez y el que se trata de una técnica
habitual, facil de integrar en un protocolo de diagndstico clinico.
Las limitaciones de la IHQ son las propias de la técnica ya que
precisa preparar el tejido, elegir un anticuerpo valido, mejorar
la sefal obtenida y medir los valores de tincién por un

procedimiento cualitativo o semicuantitativo.

La FISH es una técnica relativamente antigua que nos informa
sobre zonas especificas de un determinado cromosoma.
Consiste en utilizar una sonda de ADN normal de secuencia
conocida, marcada con fluorescencia, que hibrida sobre la
muestra problema, revelando la posicion de dicha zona en el
cromosoma. Las sondas pueden marcar cromosomas
completos, centromeros, telomeros, regiones especificas e
incluso genes. Es posible realizar la técnica sobre metafases o
sobre nucleos en interfase, evitando los cultivos celulares y la
preparacion de las metafases. Asi, se puede identificar una
situacion normal con dos sefales de hibridacion (eusomia) o

una sefial alterada (aneusomia), que podra tener una Unica
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sefial de hibridacion (monosomia) o varias sefales
(polisomia)[28].

En la actualidad el unico test validado clinicamente es
Vysis/Abbott ALK FISH, que esta disefiado para tejido fijado con
formalina y embebido en parafina [77]. Para que el test tenga
mayor rendimiento deberia disponerse de una muestra tumoral
de tamano suficiente, seleccionando en ella las zonas con mayor
celularidad, para evitar falsas interpretaciones por la
heterogeneidad tumoral [77].

La mayoria de estudios clinicos publicados para detectar las
reestructuraciones de ALK han utilizado FISH. En EE.UU la
prescripcion de crizotinib como terapéutica se hace
dependiendo de la positividad de esta prueba. Existen ciertos
desafios en cuanto a la técnica, como por ejemplo las
separaciones sutiles de los fragmentos con tinciones
fluorescentes de color rojo de los de color verde, que indican la
reestructuracion del gen ALK/EML4 positivo, que en estos
casos puede ser dificil de determinar [63].

La RT-PCR es una técnica con mucha sensibilidad que detecta
un numero pequeio de copias de ARN. Su especificidad es alta
para EML4/ALK utilizando ARNm o ADNc. No tiene los
problemas de interpretacion de los otros métodos y por tanto
se utiliza como prueba objetiva para comprobar tanto FISH
como [HQ [78].

Sin embargo, tiene algunas desventajas por lo que no puede ser
considerada como prueba estandar. Necesita una muestra con

buena calidad y con preservacion criogénica. Son necesarios
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ademas multiples sistemas de deteccidn de las variantes del gen

y, ademas, la PCR solo puede cuantificar alteraciones conocidas

[79].

EML4 exon 6b

AAAAAACAGCCA AG

ALK exon 20
TGTAC CGCCGG

Figura 5: Estudio diagnéstico en un paciente con adenocarcinoma
pulmonar EML4-ALK positivo. A) Técnica de FISH donde se observa el
reordenamiento de gen ALK. La sonda verde hibrida hasta la regiéon 5" y
la sonda roja hasta la regién 3°. La separacion de las sefiales roja y
verde marcadas con la flecha indica el reordenamiento cromosémico.
Una sobreposicion de las dos sefiales indica una copia intacta de ALK.
B) El mismo tumor observado con microscopio de luz (hematoxilina-
eosina). C) Secuencia representativa de EML4-ALK en wun
electroferograma de RT-PCR. Se especifica la secuencia de unién del
exon 6b de EML4 y el ex6n 20 de ALK. D) Estudio inmunohistoquimico
de la expresion de la proteina quimérica ALK en células tumorales
(color pardo) sin expresion en el epitelio bronquial normal
(diaminobenzidina, azul). Imagen tomada de Kwak et al [1].
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Por ultimo, en este apartado referente a las técnicas de
deteccion es importante hacer una referencia al coste
econdmico de los procedimientos mencionados. El coste
estimado para el estudio de ALK seria de 1400$ por cada test de
FISH, 875% para RT-PCR y 600$ para la ITHQ, esto teniendo en
cuenta los diferentes seguros médicos, costos del personal y
costo de la técnica, no se incluye el costo de la adquisicion del

tejido. [80].

1.5.3 Aplicaciones terapéuticas

En el 2007 se describié6 ALK como diana terapéutica para un
subtipo de NSCLC. El crizotinib es un inhibidor especifico de
ALK, al bloquear el receptor tirosina quinasa. Este farmaco fue
aprobado por la FDA de EE.UU en agosto de 2011 de manera
simultanea a la aceptacidon de la técnica de deteccion del gen
por FISH [81].

El crizotinib (PF-02341066) fue descubierto y presentado como
un inhibidor de la quinasa c-Met. Su mecanismo de accién
consiste en ser un inhibidor de quinasa competitivo con el ATP.
Se describi6 que inhibia otras quinasas, demostrando su
efectividad frente a ALK por medio de lineas celulares que
sobreexpresaban ese receptor [82].

Se realizaron estudios preclinicos que mostraban la efectividad
de crizotinib en pacientes con NSCLC. Estos estudios se
realizaron en mas de 600 lineas celulares derivadas de canceres

humanos y demostraron una disminucion en la proliferacion en
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aquellas células que contenia alteraciones genéticas en ALK,
promoviendo de esta manera el uso del crizotinib como un
farmaco diana contra ALK [83].

Subsiguientemente se seleccionaron los pacientes ALK-FISH
positivos para un estudio clinico en fase 1, obteniendo unos
datos preliminares muy prometedores [84]. El estudio clinico
completd las fases 1 y 2, seleccionando sélo a pacientes con
NSCLC que eran ALK-FISH positivos. Se estudiaron unos 1.500
pacientes con FISH, identificando 82 (ALK positivos) de los
cuales 79 (96%) fueron adenocarcinomas, todos ellos, idéneos
para el estudio de cohorte. La mayoria de los pacientes habian
recibido tratamiento previo, mas de la mitad de manera
intensiva. Los resultados obtenidos mostraron que 46 pacientes
(56%) tenian respuesta parcial, 1 paciente tenia respuesta
completa y 27 (33%) estabilizaban la progresion de la
enfermedad. Por tanto, podemos decir que se producia control
del la enfermedad en aproximadamente el 90% de los pacientes
(Figura 6). El calculo de la supervivencia libre de progresion a
los 6 meses se establecié en el 72% [1].

En este estudio la administracion de crizotinib se hizo por via
oral a una dosis estandar 250 mg dos veces al dia, en ciclos de
28 dias. El coste aproximado de un tratamiento mensual estaria
entre 1000$ y 5000$ dependiendo del seguro de salud de cada

paciente.
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Figura 6: Respuesta con crizotinib. A) Se compara la respuesta de los
pacientes ALK positivos tratados con crizotinib. En el eje x se indica el
numero de los 79 casos estudiados. Cada histograma representa sobre
el eje y el cambio del tamafio del tumor tras el tratamiento. En la
leyenda se diferencian por colores los tipos de respuesta (parcial,
completa), la enfermedad estabilizada o en progresion. B) En una TAC
coronal se muestran los resultados del paciente 79 (respuesta
completa),antes del tratamiento (izquierda) y tras 2 ciclos de crizotinib
(derecha). Previamente el paciente habia sido tratado con una
lobectomia inferior izquierda. Imagen tomada de Kwak et al. [1].

Desafortunadamente, la resistencia a este farmaco se desarrolla
después de un beneficio inicial , a través de una variedad de
mecanismos que preservan o no el dominio de ALK en la
carcinogénesis . La distincion entre los pacientes que conservan
el dominio ALK (mutaciones secundarias unicas o en
combinacion con amplificaciones de ALK) con los pacientes que

han disminuido el dominio de ALK (otros drivers oncogénicos,
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con o sin persistencia de la sefial de ALK) es importante con el
fin de superar la resistencia. Inhibidores de ALK de segunda
generacion estan actualmente en desarrollo con resultados
clinicos prometedores [85].

Ademas, se estan investigando otros farmacos dirigidos a

diferentes dianas terapéuticas (Figura 7).

* EGFR mutations

= none/other

= ALK rearrangements

ROS1 rearrangements

= NF1 mutations % . 3 3
\ emerging ! BRAF mutations
= MET amplification
(high)

= RIT1 mutations.

= HRAS mutations MET exon 14 skipping
mutation

# NRAS mutations

ERBB2 mutations

= MAP2K1 mulabons/,"l 4
|

[

= FGFR2/3/4 mutations/ | |

rearrangements II

|

® NTRK1 rearrangements,.'

RET rearrangements

= KRAS mutations

genotypes with kinase inhibitor
approval/development (lung adenocarcinoma)

Figura 7: Dianas terapéuticas e inhibidores de la tirosina quinasa en
adenocarcinomas de pulmén. Imagen tomada de Shea et al. [86]

1.6 Aspectos Generales de RET
El Gen

El proto oncogén RET codifica el RTQ, que es miembro de una
familia de proteinas de sefalizacion extracelular [87]. La
mutacion y pérdida de funcién de este gen esta asociada al
desarrollo de la enfermedad de Hirschsprung mientras que las

mutaciones que producen el aumento de funciéon de este gen
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estdn relacionadas con algunos tumores incluyendo: el
carcinoma medular de tiroides, las neoplasias enddcrinas
multiples (MEN) 2A y 2B y el feocromocitoma. Se encuentra
localizado en el cromosoma 10 y contiene 21 exones. Cumple
una actividad fundamental en el desarrollo de los rifiones y del

sistema nervioso gastrointestinal.

El receptor tirosina quinasa

El receptor tirosina quinasa es una estructura dimérica que
pertenece a la familia del factor neurotrépico derivado del la
linea celular glial (GDNF) [87]. Es un receptor de la familia de
ligandos asociados a GDNF, (GFL) [88].

Para la activacion de RET, GFL se une activamente con un co-
receptor y estos co-receptores son especificos para esta familia
de RTQ [89]. Después de esta union se forma un complejo que
une las moléculas de RET y produce la fosforilacion de los

residuos de tirosina en cada una de las moléculas.

1.6.1 RETy tumores de cabeza y cuello

Dentro de los tumores de cabeza y cuello se ha estudiado RET
en tumores de tiroides. La activacién de mutaciones puntuales
en RET puede dar lugar al sindrome de cancer hereditario

conocido como neoplasia endocrina multiple tipo 2 (MEN 2)
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[11] Hay tres subtipos basados en la presentacion clinica: MEN
2A, MEN 2B y carcinoma medular de tiroides familiar (FMTC)
[90]. No existe un alto grado de correlacion entre la posicion del

punto de mutacion y el fenotipo de la enfermedad.

Reordenamientos cromosoémicos que generan un gen de fusion
y como resultado la reestructuracion del receptor RET también
pueden conducir a la activacion constitutiva del dominio
quinasa. Estos tipos de mutaciones se asocian con carcinoma
papilar de tiroides (PTC), y las oncoproteinas de fusion
generadas se denominan proteinas RET / PTC. Ultimamente se
han asociado translocaciones en RET con los adenocarcinomas

de pulmdn y canceres colorectales [91].

1.6.2 Métodos de deteccion

Con el descubrimiento de que MEN 2A, MEN 2B y FMTC son
causados por mutaciones en el protooncogén RET, el analisis
directo de ADN se convirtié en el método de eleccion para su

identificacion. Aunque en estudios experimentales se sigue

utilizando la IHQ.

Casi todos los laboratorios utilizan analisis de la secuencia
directa para evaluar las mutaciones en los exones 10, 11, 13, 14,
15, y 16, y algunos laboratorios incluyen ex6n 8. Si no se
encuentran mutaciones en estos exones, la region codificante

entera de RET puede ser secuenciada [92].
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1.6.3 Aplicaciones terapéuticas

Como un ejemplo de la importancia de los oncogenes y las
tirosina quinasas, las alteraciones en RET en el cancer medular
de tiroides estan asociadas a la activacion constitutiva del
dominio quinasa independiente de ligando.

La inhibicion del oncogén RET por un ITQ previene la
proliferacién y la tumorigenicidad de células de cancer de
tiroides [93].

Todavia no se determina con precision si el beneficio se da por
la accion directa en RET o en multiples RTQ, por lo que
actualmente la inhibicién de multiples quinasas es el primer

enfoque terapéutico [94] (figura 8).

RET EGFR

RET/PTC ]{Vcndetcmib
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Figura 8: Vias de accion de los inhibidores de los receptores tirosina
quinasas. Imagen tomada de Haugen et al [95].
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1.7 Aspectos Generales de ROS

El gen ROS fue descubierto por primera vez en 1986, cuando un
clon de ADN recombinante del virus del sarcoma aviar (UR2)
fue aislado de un ADN gendémico de pollo [96]. El virus del
sarcoma aviar es un retrovirus que codifica una proteina de
fusion, P68gag-ROS, que tiene actividad quinasa especifica [97].
El oncogén, v-ROS, de URZ2, lleva un dominio quinasa que es
homologa a las presentes en los oncogenes de la familia src (una
familia tirosina quinasa) [98].

Los primeros informes han indicado que la secuencia de
aminodacidos deducida del dominio quinasa de ROS es altamente
homologa a la del dominio de quinasa del receptor de insulina
humana (HIR) similar a ALK [99]. Sin embargo, se demostré
mas adelante, que las secuencias de aminoacidos en los
dominios quinasa de estos dos RTQ son muy diferentes. El nivel
de homologia en la secuencia de aminoacidos en los dominios
quinasa de ROS y HIR se encontro6 que era solamente de un 48%
[100]. Por otra parte, la estructura general del gen c-ROS
mostrd que la proteina codificada lleva un dominio extracelular
con un potencial sitio de glicosilacion, un tramo hidréfobo, y un
dominio tirosina quinasa. Estas organizaciones estructurales
son similares a las de la c-ErbB (el gen del receptor del factor de
crecimiento epidérmico), el c-Fms ( el gen del receptor del

factor estimulante de colonias de macroéfagos) y el gen HIR
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[100]. Estos resultados sugieren fuertemente que el gen ROS
humano codifica para una molécula transmembrana que puede
funcionar como un receptor para el crecimiento celular o la
diferenciacion celular. El analisis de la secuencia del gen c-ROS
indicé una homologia entre el dominio extracelular ROS y del
dominio extracelular del producto del gen sevenless de la
Drosophila melanogaster. Sevenless es un gen requerido para el
desarrollo normal del ojo en la mosca de la fruta la Drosophila

melanogaster [101].

Expresion y Funcion

El RTQ ROS muestra un perfil de expresion especifico en
distintas células epiteliales durante el desarrollo embrioldgico
[102].

Cuando c-ROS fue primero aislada del genoma de pollo, se
analizaron los tejidos en diferentes fases de desarrollo, pero
s6lo en los rifiones se encontré un nivel significativo [103]. Poco
después del primer aislamiento de c¢-ROS en el pollo, la
expresion del gen c-ROS se examind en ratas y se encontré que
se expresa en el tejido de los pulmones, los rifiones, el corazén y
testiculos [104].

También se determind el patron in vivo de la expresion de ROS
en ratones observandose expresion durante el desarrollo en 3
tejidos: los rifiones, los pulmones y el intestino [105].

Un reciente analisis en diversos érganos humanos demostré

que la expresion mas alta de ROS se encontraba en los

40



Introduccion

pulmones. También fue detectado en la placenta y en el musculo
esquelético [106].

El patréon de expresion de ROS en diferentes organos sugiere
que puede jugar un papel en las funciones de maduraciéon de
estos 6rganos mas alla de la funcién de desarrollo.

El proceso de conversion de un proto-oncogén normal a un
oncogén implica reorganizacion ya sea por mutacién o

degradacion [100].

El gen c-ROS humano se correlaciona con el cromosoma
humano 6q16- 6q22 [107].

Los reordenamientos cromosdmicos ocurren en neoplasias
especificas, incluyendo la leucemia linfoblastica aguda, el
melanoma maligno y en carcinomas de ovario.

Mutaciones y sobreexpresion del gen c¢-ROS se encontraron
principalmente en los canceres de cerebro y de pulmoén, ademas
de cancer de estémago, fibroadenomas de mama, cancer de
higado, colon y canceres de rifion [100]. Ultimamente se
determind, al igual que ALK y RET, translocaciones de ROS en

adenocarcinomas de pulmén.

1.7.1 ROSy tumores de cabezay cuello

Se han demostrado reordenamientos de ROS en lineas celulares
humanas de glioblastoma [108] y en IMT. Segin nuestro
conocimiento no existen otras publicaciones en la bibliografia

de alteraciones en ROS en los tumores de cabeza y cuello.
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1.7.2 Métodos de deteccion

Los métodos de deteccion son el analisis genético de ADN,
especialmente técnicas de secuenciacion de siguiente
generacion (NGS), secuenciacion de ARN e inmunohistoquimica

[109].
1.7.3 Aplicaciones terapéuticas

En 2007 se identifico un reordenamiento de ROS en una linea
celular derivada de un paciente con adenocarcinoma de pulmoén
[110]. Desde este descubrimiento, multiples estudios han
demostrado: una incidencia de aproximadamente 1% en los
canceres de pulmdn y que la inhibicion de las células tumorales
que llevan reordenamientos de ROS por crizotinib y otros
inhibidores de tirosina quinasa ROS1 son eficaces in vitro [111].
Estudios preclinicos y ensayos clinicos de crizotinib sugieren
multiples mecanismos potenciales de resistencia a los
medicamentos en el cancer de pulmén ROS +, incluyendo
mutaciones en el dominio quinasa y la derivacién de
sefializacidon a través de RAS y EGFR [112-114]. Aunque los
ensayos preclinicos y clinicos de fusiones de ROS se han
realizado en el cancer de pulmon, otras fusiones de ROS se han
detectado en varias histologias tumorales, incluyendo el
carcinoma de ovario, el sarcoma, los colangiocarcinomas y
otros[115].

En base a los datos, el crizotinib y otros inhibidores de ROS

podrian ser eficaces en otras histologias de tumor, mas alla del
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cancer de pulmdn, como se ha demostrado en un paciente con
un tumor miofibroblastico inflamatorio que alberga una fusién
de ROS y que presentd una respuesta excelente al crizotinib

[109].
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2 HIPOTESIS

Partimos de la siguiente hipdtesis:

“Los inhibidores de la tirosina quinasa han obtenido buenos
resultados en el tratamiento de los adenocarcinomas de pulmoén
avanzado que albergan translocaciones en ALK, RET y ROS.

La similitud histopatolégica de estos tumores con los
adenocarcinomas nasosinusales sugiere que se podria aplicar la
misma estrategia diagndstica y terapéutica para mejorar la
supervivencia y controlar la enfermedad en los pacientes con

ACNS”.
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Objetivos

OBIJETIVOS

General:

Estudiar la expresiéon proteica y las mutaciones de los

genes y proteinas tirosina quinasa en los ACNS.

Especificos:

1.

A

Estudiar las caracteristicas clinico patoldgicas de los
ACNS de nuestra serie.

Identificar la expresion de ALK y de la proteina
quimérica ALK-EML4 en los ACNS.

Identificar la expresion de RET en los ACNS.

Identificar la expresion de ROS en los ACNS.

Estudiar las mutaciones en los genes ALK, RET y ROS.
Estudiar los inhibidores de la tirosina quinasa en lineas

celulares de ACNS.
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4 MATERIALY METODO

4.1 Seleccion de pacientes. Disefo del estudio.

Se estudiaron las muestras de un total de 150 pacientes con
ACNS tratados en nuestro servicio entre 1990 y 2015. Se obtuvo
el consentimiento informado de todos los pacientes, siendo
aprobado el estudio por el comité ético del hospital.

Todos los pacientes fueron intervenidos quirurgicamente. Los
criterios de inclusion para la composicion de la muestra fueron
los siguientes: 1) No haber recibido radio o quimioterapia
preoperatoria antes de obtener las muestras tisulares. 2) Tener
un historial clinico completo asi como un estudio
histopatologico que confirme el diagndstico de ACNS. 3)
Disponer de material tisular suficiente para realizar estudios

genéticos o de expresion.

Todos los pacientes mantenian un historial clinico completo en
los archivos y documentacion del HUCA, asi como un estudio
histopatologico que confirmaba el diagnostico de ACNS tipo
ITAC. Se analizaron las caracteristicas clinico patologicas de 150
casos, en 96 casos se disponia de material anatomopatoldgico
suficiente para realizar FISH e IHQ, en 48 casos se disponia de

material anatomopatologico suficiente para realizar la
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secuenciacion y 34 casos fueron descartados de los TMA y el

panel de secuenciacion por no cumplir los criterios de inclusion.

Ademas en la linea celular de ITAC desarrollada en el
laboratorio de IUOPA se estudiaron los inhibidores de la

tirosina quinasa, crizotinib y vandetanib.

El estudio realizado es de tipo experimental, retrospectivo.

4.2 Inmunohistoquimica (IHQ)

4.2.1 Fundamentos de la técnica

La [HQ es un procedimiento histopatolégico que se basa en la
unién antigeno anticuerpo. El anticuerpo utilizado es marcado
con una enzima. Aplicado a un tejido organico, el anticuerpo se
une al sustrato y se aprovecha de la actividad enzimatica para
visualizar esta uni6on. Se aplica en tejido organico,
correctamente fijado e incluido en parafina, mediante la
utilizacién de alguna de las técnicas especificas (peroxidasa
antiperoxidas, fluoresceina, etc).

Esta técnica permite identificar la localizacion tisular o
citolégica de una sustancia especifica como por ejemplo:
marcadores antigénicos, receptores de membrana y proteinas

secretadas por la estimulacion celular.
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4.2.2 Pasos de la técnica

Se dispusieron las muestras tumorales obtenidas en los 96
casos de ACNS (ITAC) sobre 4 bloques de parafina con 2 6 3
cilindros de 1 mm? por caso (“tissue-array”).

El tejido se coloca en un bloque de parafina denominado
“receptor” en el que se disponen de forma matricial un gran
numero de cilindros. La técnica permite realizar, ademas de
[HQ, otros procedimientos como ISH y FISH. Su principal
ventaja es la reduccion del tiempo total empleado asi como su
menor consumo de tejido y coste de material. Los
inconvenientes incluyen el tamafio reducido de la muestra de
estudio, la rotura del bloque, su tincién heterogénea, la pérdida
de cilindros, la ausencia de tincion en algun cilindro y la

seleccidn incorrecta del tejido [34].

Los tejidos fijados en formol e incluidos en parafina se cortan en
secciones de 3 pm que son adheridas a portas siliconizados
(Dako® S2024), dejando en estufa a 56-58 2C al menos 2 horas
y hasta 18 horas como maximo.

Después, se realiza el desparafinado de las muestras con Xilol,
hidratando con alcoholes de graduacion decreciente. A
continuaciodn, se efectia el desenmascaramiento antigénico con

una solucién recuperadora de antigenos en el Ptlik de Dako® a
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95 (C2 durante 20 minutos, manteniendo las preparaciones
dentro de la solucidn recuperadora de antigenos hasta que baje
la temperatura a 60 C2 Posteriormente, se colocan las
preparaciones en un recipiente que contenga un buffer de
lavado.

A partir de este paso, la técnica se realiza en el inmunotefiidor
“Autostainer plus” (Dako®). En primer lugar se introducen las
muestras en un buffer de lavado y en una solucién bloqueante
de peroxidasa durante 5 minutos. Se afiade el anticuerpo
monoclonal primario dirigido hacia la proteina que deseamos
detectar durante un tiempo variable, segin el tipo de
anticuerpo utilizado.

La inmunodeteccion fue realizada con el sistema “EnVision Plus
anti- mouse” empleando como substrato el cromoégeno
diaminobenzidina (DakoCytomation).

Un paso clave para que los resultados sean reproducibles,
comparables y de una calidad éptima, es la eleccién del método
de deteccion. En nuestro estudio, se ha utilizado el sistema de
polimeros de dextrano “EnVisionTM Plus (PDE)” (Dako®). El
sistema EnVisionTM Plus es una técnica de tinciéon desarrollada
en dos pasos en la que al anticuerpo primario le sigue un
polimero conjugado. Este polimero de alto peso molecular es el
dextrano, al que se conjugan de manera covalente un gran
numero de moléculas de la enzima (por ejemplo la peroxidasa
de rabano) y del anticuerpo secundario. Este sistema aumenta

la sensibilidad, lo que permite incrementar las diluciones del
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anticuerpo primario y produce menos fondo que las técnicas
tradicionales de avidina-biotina.

En el siguiente y ultimo paso se contrasta la preparacion
mediante hematoxilina durante un minuto. Tras la tincion, las
preparaciones se deshidratan mediante alcoholes de

graduacion ascendente y se montan con un cubreobjetos.

4.2.3 Tipos de reactivos

Como se ha comentado anteriormente nuestro estudio se
dirigio a la deteccion de los receptores de membrana ALK, RET
y ROS por lo que se utilizaron en cada caso los siguientes
reactivos:
e ALK: (anti-CD246): Clon ALK 1 (Ratén
monoclonal). Sistema: DAKO, pretratamiento: pH
6, prediluido , tiempo de incubaciéon 20 minutos.
e RET: clon HPAO008356 (Conejo policlonal).
Sistema: Sigma, pretratamiento: pH9, dilucién
1:500. Tiempo de incubaciéon 10 minutos.
* ROS: clon D4D6 (Conejo monoclonal). Sistema:
Cell Signaling Technology, pretratamiento: pH 9,

dilucién 1:500. Tiempo de incubacién 10 minutos.

4.2.4 Interpretacion de datos

Después de una seleccion de casos Optimos para la [HQ, se

realizé este estudio en 96 casos. Los resultados de la IHQ fueron
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valorados por dos patélogos familiarizados con la morfologia de
los ITACs, sin el conocimiento de datos clinico-patolégicos.

Las tinciones fueron clasificadas de forma separada,
discutiendo aquellos casos en que la valoracion fue discordante
para llegar a un consenso.

Se utiliz6 una escala de medida semicuantitativa de 0, (+), (++)
y hasta (+++). Se valoro el porcentaje de células tefiidas, en la
membrana citoplasmatica. 0 0%, (+) de < de 25% , (++) de
25% a 50%y (+++) >de 50%.

Agrupamos 0 y (+) como un resultado negativo de expresividad

y (++) y (+++) como resultado positivo de expresividad.

4.3 Técnica de FISH

Al igual que en la THQ se utilizaron muestras de tejido tumoral
colocadas en un “tissue-array”, cuya preparacion se describid

previamente.

4.3.1 Preparacion de la muestra

Las muestras habian sido fijadas previamente en formol al 10%,
embebidas en parafina, cortadas en secciones de 4 um y
dispuestas en portaobjetos (Dako K8020). Los cortes se
adhirieron al cristal mediante calentamiento en estufa a 56-
58°C. Los cortes se desparafinaron mediante inmersion en xylol
a temperatura ambiente durante 10 minutos y dos lavados
posteriores de 5 minutos en etanol al 100%. Posteriormente se

introdujeron las muestras en concentraciones decrecientes de
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etanol al 80% y al 70%, durante 5 minutos cada una, para
seguidamente lavarlas con agua destilada durante 40 a 60
minutos. A continuacidn se sumergen las preparaciones en una
jarra Coplin con acido clorhidrico 0,2N durante 20 minutos a
temperatura ambiente y luego se lavan con agua destilada

durante 3 minutos.

4.3.2 Pretratamiento

Consiste en adecuar las muestras para poder llevar a cabo una
buena hibridacion. Esta basado en la digestion proteica de las
secciones para facilitar tanto la desnaturalizacion del ADN como
el acceso de la sonda al nucleo celular. Se utilizo el Kit de
pretratamiento de DakoCytomation, Glostrup, Denmark.

- Preparacion del tejido. Se colocan los portas con las muestras
desparafinadas y lavadas con etanol en una solucion de
tiocianato de sodio al 8% a 80°C durante 30 minutos
manteniendo la temperatura. A continuacion se lavan los portas
con el tampoéon 2xSSC durante 3 minutos a temperatura
ambiente.

- Digestion. Se prepara en una jarra Coplin una soluciéon de
trabajo de pepsina al 10% y se calienta a 37°C durante al menos
30 minutos antes de meter las muestras. Inmediatamente
después, se sumergen las preparaciones en la solucion de
pepsina, calentandola a 37°C, durante 10 minutos. Tras la
digestion, las preparaciones se lavan en 2xSSC durante 5

minutos, se deshidratan en 70%, 80% y 100% de etanol a
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temperatura ambiente durante 3 minutos cada vez vy,

finalmente, se dejan secar al aire.

4.3.3 Hibridacion

Para la técnica especifica de FISH se utiliz6 la sonda LSI ALK
Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe (ref. n? 30-
190069), Vysis, Abbott Cientifica SA, Madrid, Espafia. La sonda
llamada “break apart” esta disefiada para detectar una rotura
cromosémica en 2p23 donde se localiza el gen ALK como se
indica en la figura 9. Esta rotura puede indicar la inversion (2;2)

o la translocacion t(2;5) por ejemplo.

LSI ALK Dual Color, Break Aparf ;  Chromosome Normal Inversion lmt'r;:fm
SHGC 56576 | b
Rearrangement Probe 0 _ 0 | Seletion
2023
gl gl ] |
kinase
: ALK H oomn A 0
H »N flil " "
B 0 i
> = o] .
=) 8 =
5 o
- ] I
EML4 8]
- i ok
i I |.|
§ 2p21 FISH FISH FISH
{ fusion break-apart  single red
: signal signal signal

Figura 9: Se observa el cromosoma 2 (izquierda) y luego de manera
ampliada el brazo corto del cromosoma 2, con la regiéon 2p23. La sonda
naranja, con una longitud de 300 Kb. que se dirige hacia la porcién
3’de ALK y la sonda verde con 442 Kb. que va hacia la region 5" de ALK.
A la derecha se objetiva el proceso de separacion de las dos senales
tanto por inversion como por inversion y delecion en 2p23 [77].
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La sonda se precalienta a 37°C durante 5 minutos. Se colocan 10
ul de la sonda en un tubo dependiendo de la superficie a
hibridar.

La sonda se dispone sobre la muestra del tejido y se cubre con
un cubreobjetos de cristal. El conjunto se coloca en una placa
térmica a 75°C durante 10 minutos. De ahi, tras envolver el
porta en parafilm, se pasa a una camara hiumeda donde se
incuban a 37°C durante 16 horas. Se retiran los cubreobjetos
sumergiendo los portas en wuna solucion de lavado
posthibridacion a temperatura ambiente y, posteriormente se
lava a 75°C en la solucion de lavado precalentada durante 2
minutos. Finalmente se lava sumergiendo en un Coplin las
preparaciones en agua destilada, a temperatura ambiente y se

deja secar a oscuras.

4.3.4 Analisis por microscopia

Las preparaciones se tifien con DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol,
350ng/mL) disuelto en AntiFade (Vectashield, Vector
Laboratories) y se observan al microscopio 6ptico equipado con
luz fluorescente y dotado de los filtros adecuados. Se utilizé un
Olympus BX-61, con filtros para DAPI, SpectrumGreen (verde) y
SpectrumOrange (rojo).

Las muestras fueron analizadas en el laboratorio de ORL del
IUOPA. Durante el analisis se observaron los nucleos de cada
una de las muestras utilizando el microscopio de fluorescencia,

equipado con DAPI, espectro verde, espectro naranja y un filtro
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doble, empleando lentes de aumento entre 60 y 100x y aceite de
inmersidn. El espectro naranja es la llamada sonda o sefal roja,
terminologia utilizada en la mayoria de las publicaciones.

Se hizo un analisis detallado de los nucleos con buena calidad
de hibridacién, de manera consecutiva, ajustando el enfoque del
microscopio a cada nucleo para identificar correctamente todas
las senales presentes.

Siguiendo las recomendaciones empleadas en otras
publicaciones consideramos que las células son ALK-FISH
positivas cuando una sefial verde y una roja tienen por lo menos
una distancia de 2 didmetros de la sefial mas grande, sea ésta
roja o verde. La separacion de las sondas de diferente color
indica fusién por inversion. También se considera ALK-FISH
positivo cuando hay sélo una sefal roja sin su correspondiente
sefial verde, lo que indica fusion del gen por inversion y
delecion.

Hay que tener en cuenta que una seflal verde sin su
correspondiente sefal roja es indicativa de ALK-FISH negativo,
por lo que la sefal roja es la que localiza el dominio tirosina
quinasa.

Ademas, un incremento en el nimero de copias de ALK, con
sefiales fusionadas, concuerda con wuna polisomia del
cromosoma 2 ¢ una amplificacion de ALK pero no con una
reorganizacion del gen.

La muestra serd positiva, si mas de 25 células o mas del 50% de
células, del total de la muestra, son positivas. Una muestra se

considera negativa, si menos de 5 células o menos del 10% de
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células, del total de la muestra, son positivas. La muestra se
considera no valorable cuando hay entre 5 y 25 células
positivas por cada muestra, en este caso un segundo lector

estudia la muestra y si el promedio de los dos lectores es de

15% o mas de células positivas indicaria ALK-FISH positivo

(Figura 10)[77].

Figura 10: ALK-FISH de 3 adenocarcinomas pulmonares. Se observa en
los tres casos un incremento en el nimero de copias de ALK. a) Sefiales
normales sin reordenamientos (en recuadro), b) 1 é 2 seiales
separadas por niucleo, indicativo de inversion, c) Seifales rojas unicas
indicativas de inversion y delecion. Notese que las células cancerosas
en b y c contienen tanto sefiales de ALK normal como de ALK
reorganizado [77].

Durante la interpretacion se tuvo especial cuidado en valorar la
distribucion espacial entre las dos sefiales. Cuando habia una
Unica sefial se hizo un ajuste del enfoque por planos, ademas de
digitalizar las imagenes para que las sefiales se obtuvieran en el

plano horizontal, lo que facilita su revision y valoracidn.
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4.4 Linea celular

4.4.1 Caracteristicas del paciente y del tumor de la linea celular

La muestra del tumor primario se obtuvo de un paciente de
sexo masculino sin tratamiento previo, de 74 afios de edad, que
habia trabajado durante 12 afios como carpintero 30 afios antes
del momento del diagndstico. Al momento del diagnostico el
tumor se originaba en el seno etmoidal izquierdo, ocupando la
totalidad de la cavidad nasal izquierda con invasién etmoidal
bilateral y afectacion de la lamina cribosa y de la duramadre. No
hubo invasién en el cerebro. El diagnéstico fue de
adenocarcinoma de tipo intestinal nasosinusal del tipo coldnico,
T4bNOMO. ElI tumor fue resecado quirurgicamente con
margenes libres y en el postoperatorio fue tratado con

radioterapia.

4.4.2 Establecimiento de la linea celular

Se obtuvo una muestra de tumor fresco en el quiréfano. Ya en el
laboratorio se corté en varios fragmentos pequenos, después se
transfirio a frascos de cultivo secos de 25 cm? y se cubrié con
una gota de suero libre (medio de cultivo HUMEC (Invitrogen,
Barcelona, Espafia) y se incub6 en C02 al 5% a 37 ° C. Después
de 7 dias se observd un crecimiento inicial de las células
tumorales y fibroblastos. Se controlé el sobrecrecimiento de

fibroblastos con tripsinizaciones repetidas.
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Después de un periodo de 2 meses se intentd un primer
subcultivo y después de 4 meses las células comenzaron a
crecer a un ritmo mas rapido y se realizaron subcultivos
semanalmente.

La tasa de crecimiento se evalué mediante la siembra de 3 x 10°
células en matraces de cultivo de 25 cm?, en intervalos de 24
horas las células se tripsinizaron, se resuspendieron en medio y
se contaron usando un hemocitémetro. Este experimento se
realizé por triplicado.

La invasion celular se evalu6 mediante el estudio de la
capacidad de las células para invadir las membranas, matrigel
(BioCoat Matrigel Invasion Chambers; BD Biosciences, San Jose
CA, USA). Se utilizé una suspension que contiene 20 x 103
células del medio de cultivo sin suplementos y se colocaron en
el compartimento superior mientras que el compartimento
inferior se llen6 con células del medio de cultivo completo, y se
incubaron por 24 h. Posteriormente, las membranas se tifieron
con 0,5 % de cristal violeta en metanol y la invasion de las

células se evalud usando un microscopio de luz con un objetivo

10 X [116] .

4.4.3 Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN de la linea celular, del tumor primario y de los
linfocitos de sangre normales del mismo paciente. Se utilizaron

kits de extraccion de Qiagen ( Qiagen GmbH , Hilden, Alemania).
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4.4.4 Ensayos de proliferacion celular

Las lineas celulares se colocaron en placas de cultivo planas que
contenian 96 pocillos (Corning, Massachusets, USA). La
densidad fue de 5000 células en cada pocillo. Después de 24
horas las células fueron tratadas con dosis ascendentes de
crizotinib y vandetanib. En cada caso las lineas celulares fueres
incubadas por 24, 48 y 72 horas. Los datos fueron analizados
mediante quimiorresistencia utilizando el ensayo de
proliferacién MTS (Promega Winsconsin, USA) y siguiendo el
protocolo de la casa comercial. Todos los ensayos fueron

realizados por triplicado.

4.5 Secuenciacion

La secuenciacion de ultima generacion se realizé con la
empresa DREAM genics, Oviedo, Asturias, Espafa. Se enviaron
las librerias de 48 casos de ACN a este servicio externo de
secuenciacion masiva. Se utilizaron estos casos por su adecuada
calidad para el estudio de secuenciacién. Este servicio utiliz6 el
sistema MiSeq de [llumina, ya que es mas rapido, agil y permite
el analisis de nimeros de muestras mas pequeias, por lo cual se
adapt6 mejor a la prevista aplicaciéon en la practica clinica. Se
obtuvieron ficheros informaticos con todas las lecturas de
secuencia del panel de genes.

Se estudiaron 48 muestras de tumor, se realizé la extracciéon y
se comprobd la calidad del ADN. El siguiente paso fue el

fragmentar/ligar adaptadores. Después se utilizaron reactivos,
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sondas kit para crear una libreria (PCR) y por ultimo la

secuenciacion (MiSeq).

Secuenciacion de ARN.

Las librerias de ARN mensajero (RNA-seq) y ADN
complementario se prepararon de 1 ug de ARN segun el
protocolo de Illumina. Los fragmentos fueron amplificados con

PCR y secuenciados utilizando el analizador de I[llumina.

Analisis de datos.
Se realizé el andlisis de todo el genoma y se realizo la
evaluacion fijandose en variantes que ocurren en menos del 5%

de la poblacién general.

4.6 Definicion de variables

Para el estudio tendremos en cuenta las siguientes variables:
-Clinico-patolégicas: edad sexo, habitos toxicos y
exposicion a la madera, subtipo histopatoldgico,
tratamientos recibidos, evolucion y supervivencia.
-Expresién (IHQ): para ALK y la proteina quimérica
ALK/EMLA4. Expresion de RET Y ROS.
-Génicas (FISH): presencia de la translocacion
ALK/EML4 y numero de copias. Secuenciacion: Mutaciones

en ALK, RET y ROS.
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4.7 Estudio estadistico

En la busqueda bibliografica se utiliz6 la base de datos de la

National Library of Medicine (http://www.nlm.nih.gov)

haciendo la seleccion de articulos por medio de términos
cientificos relacionados con CCC, ACNS, FISH, adenocarcinoma
de pulmon, crizotinib, ALK, EML4, RET y ROS. Se recurrio a la
base de datos Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM),
Entrez gene, Entrez nucleotide, Entrez protein para la busqueda
de los genes y proteinas alteradas en estos tumores (ALK, EML4,
c-MET).

En el estudio estadistico los resultados de las variables
descriptivas y numéricas fueron tratados mediante el paquete
informatico Statistical Package for the Social Science, SPSS
version 20 para MAC (SPSS© Inc. lllinois, EE.UU). La asociacion
de caracteres cualitativos se llevo a cabo mediante la prueba de
correlacion x? de Pearson o la prueba del estadistico exacto de
Fisher. El nivel de significacion se fij6 para una p<0,05. Las
diferencias de caracteres cualitativos se calcularon mediante la
comparacién de medias aplicando la prueba T de Student o

ANOVA. El nivel de significacion se fijé para una p<0,05.

Para estimar la supervivencia se utilizaron las curvas Kaplan-
Meier, comparando las distribuciones de supervivencia
mediante la Prueba del Logaritmo del Rango “Log-Rank Test”.

Los valores con una p <0,05 fueron considerados significativos.
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5 RESULTADOS

4.8 Aspectos clinico patoldgicos

La serie estuvo formada por 148 varones y 2 mujeres con una
media de edad de 66 afios (rango 28-92). En 133 pacientes
(89%) se objetivo como antecedente la exposicion al polvo de
madera, el 50% eran consumidores habituales de alcohol y el

53% eran fumadores (figura 11).
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Figura 11: Factores externos de riesgo en los ACNS (n=150)

En relacién con el estadio tumoral T [12], 32 pacientes tenian
un tumor T1 (21%), 18 pacientes T2 (12%), 54 pacientes T3
(36%) y 46 pacientes T4 (31%) (Figura 12). En relacién con la
histologia [11], 90 ACNS eran de tipo coldnico (60%); 36 de tipo
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mucinoso (24%); 13 de tipo papilar (9%) y 11 de tipo sélido

(7%) (Figura 13).
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Figura 12: Clasificacion de los ACNS segtn el estadio.
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Figura 13: Clasificacion de los ACNS segtin el subtipo histologico.
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Después de la cirugia, 88 pacientes recibieron tratamiento

complementario con radioterapia (59%).

El seguimiento medio de los pacientes fue de 53 meses (1 a 264
meses). Durante el mismo, 71 casos (47%) desarrollaron una
recidiva locorregional y 17 casos (11%) una metastasis a
distancia. El tiempo medio libre de enfermedad fue de 10 meses
(rango entre 0 y 96 meses). La supervivencia global a 5 afios fue
del 48% (Figura 14).

Y la supervivencia especifica de la enfermedad fue del 55% a los

5 afios de seguimiento (figura 15)
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Figura 14: Supervivencia global a 5 afios de los pacientes con ACNS
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Figura 15: Supervivencia especifica para la enfermedad en pacientes con ACNS.

Ademas, la supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios es de

6,6% (figura 16).
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Figura 16: Supervivencia libre de enfermedad de los pacientes con ACNS.
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4.9 Relaciones de las variables con las caracteristicas
clinico patoldgicas de los ACNS.

4.9.1 Supervivencia especifica y variables clinico-patoldgicas

Por la trascendencia clinica se estudi6 la relaciéon de la
supervivencia con las variables clinico-patoldgicas: 1.- la
histologia, 2.- el estadio, 3.- la invasion intracraneal, 4.- las
metastasis y 5.- las recidivas.

Al analizar la supervivencia especifica segin el subtipo
histolégico, observamos mayor supervivencia para los subtipos
papilar y colénico y menor supervivencia con los subtipos
solidos y mucinosos, con una significacion estadistica de
p=0,003 (figura 17).
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Figura 17: Supervivencia especifica para la enfermedad y relacion con el

subtipo histolégico.
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Al estudiar la supervivencia en relacion con el estadio TNM,
observamos que evidentemente existe mejor supervivencia en
los estadios tempranos [ y II en comparacion a los estadios

avanzados Il y IV (p= 0,000) (Figura 18).
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Figura 18: Supervivencia especifica en relacion al estadio.

Encontramos una peor supervivencia en los pacientes con
invasion intracraneal, siendo esta diferencia estadisticamente

significativa (p=0,000) (Figura 19).
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Figura 19 Supervivencia especifica en relacion a la invasion intracraneal.

Al estudiar la supervivencia especifica en los pacientes con
recidiva y metastasis, encontramos una peor supervivencia en
los pacientes que las presentaban, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0,002 y 0,000
respectivamente); (Figuras 20 y 21).
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Figura 20 Supervivencia especifica en relacion a pacientes que presentaron
recidivas.
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Figura 21 Supervivencia especifica en relacion a los pacientes que presentaron
metastasis.
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4.9.2 Supervivencia libre de enfermedad y caracteristicas clinico
patoldgicas.

También analizamos la supervivencia libre de enfermedad en
relacion con el subtipo histolégico y clasificacion TNM. La
supervivencia a los 5 afios es mejor en los subtipos colénico y
mucinoso en comparacion a los subtipos papilar y el sélido
(p=0,021).

En cuanto al estadio, la supervivencia a los 5 afios es mayor en
estadios TMN 1y TNM 3 y peor en estadios TNM 2 y TNM 4 (p=
0,007) (Figuras 22y 23).
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Figura 22: Supervivencia libre de enfermedad en relacion con la histologia de
pacientes con ACNS.
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Figura 23: Supervivencia libre de enfermedad en relacidn con la clasificaciéon
TNM en pacientes con ACNS.

Encontramos una peor supervivencia libre de enfermedad en
los pacientes con invasion intracraneal, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (p=0,000) (Figura 24).
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Figura 24 Supervivencia libre de enfermedad en relacién a la invasién
intracraneal.

4.10 FISH y expresion proteica de ALK

El estudio mediante FISH no fue valorable en 36 de los 96 casos
del estudio debido a la falta de suficiente representacion
tumoral en la muestra y por un elevado nivel de sefial de fondo
(Figura 25). En los 60 casos restantes analizados no se observo
en ningun caso la presencia de una separacion (‘break apart')

de las dos sefiales y so6lo se han visto parejas de sefales rojo y
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verde (Figura 26a). El nimero de sefiales por nucleo (siempre
parejas rojo y verde) observadas fue 1-2 en 50 casos. En 10
casos mostraron 2-3 o mas sefales, indicando ganancias en de
este segmento de cromosoma 2 (Figura 26b), incluyendo un
caso mostrando nucleos con 5-6 sefiales (Figura 26c).

El estudio de la expresiéon proteica de ALK con [HQ dio
resultados analizables en 86 de los 96 casos, pero ninguin caso

se objetivo positividad, mientras la muestra control mostr6 una

fuerte positividad en la membrana (Figura 27).

Figura 25: Dos muestras que presentan seiiales FISH con mucho fondo,
haciendo una evaluacion de las sefiales 'break apart’ poco fiable.
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Figura 26: (A) Ejemplo de un resultado FISH en que se observan 1-2 parejas de
senales rojo y verde adyacentes. (B) Ejemplo de un resultado FISH en que se
observan 2-3 parejas de seiales rojo y verde adyacentes. (C) Ejemplo de un
resultado FISH en que se observan 3-6 parejas de sefales rojo y verde
adyacentes.

Figura 27: Tincion inmunohistoquimica. (A) Positividad de ALK en la
membrana citoplasmatica en el control positivo, una muestra de linfoma de
células anaplasicas grandes con translocacion t(2;5). (B) Ausencia de ALK en
una muestra tumoral de ACNS de tipo coldnico. (C) Ausencia de ALK en una
muestra tumoral de ACNS de tipo mucinoso.
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4.11 Expresion proteica de RET

Se realizaron un total de 96 estudios de THQ (el total de las
muestras parafinadas), el porcentaje de tinciones utiles varid,
debido a que algunos cores se perdieron, otros no tenian tumor
0 los TMA estaban plegados y su valoracion no era fiable.

Para determinar la expresion de RET se realiz6 un analisis
semicuantitativo de la IHQ de 80 casos de ACNS (Figura 34) y
se comparo estas tinciones con un caso control que expresaba
RET (Figura 35). 0 y + fue considerado como RET negativo y ++

y +++ como RET positivo.

Figura 34 Inmunohistoquimica de RET: A) Tincién negativa. B) Tincion
negativa (+). C) Tincion positiva (++). D) Tincién positiva (+++)
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Figura 35 A) Mucosa normal, con tincion de RET 10x. B) Mucosa normal, con
tincion de RET 40x. Tincién RET positivo.

Se realizaron 80 inmunotinciones para RET de las que 57
(71,25%) fueron positivas y 23 (28,75%) fueron negativas para
la expresion de la proteina. Se observo en la IHQ que 21

(26,3%) presentaron (+++), 36 (45%) presentaron (++)
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mientras que 13 (16,3%) presentaron (+) y 10 (12,5%)
presentaron (0) (Figura 28).

RET

100%
90% -
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% T j
O B

0 (+) | (++) | (++4)

Figura 28 Expresion de RET en ITAC, en naranja los casos positivos (71,25%) y
en azul los casos negativos (28,75%).

4.12 Expresion proteica de ROS

Por ultimo, al estudiar ROS se obtuvieron 96 casos tutiles, de los

cuales ninguno fue positivo para la inmunotincién.

4.13 Relaciones de la expresion proteica de RET con otras
variables

Se establecieron relaciones entre las variables de expresion
proteica de RET y el resto de variables estudiadas. Iremos
describiendo las relaciones mas importantes observadas entre

los diversos grupos estudiados.
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En la relacion entre la expresion de RET con los subtipos
histoldgicos se observa que esta proteina se expresa con mayor
frecuencia en el subtipo papilar (n=5) con 5 casos (100%),
seguido por el subtipo colénico (n=50) con 37 casos (74%),
después el subtipo mucinoso (n=16) con 11 casos (68,75%) y
en ultimo lugar en el solido (n=9) con 4 casos (44,4%). Se
observa ausencia de expresion de RET con mayor frecuencia en
los subtipos menos diferenciados: en el subtipo sélido se
observa en 5 casos (55,5%) y en el subtipo mucinosos en 5
casos ( 31,25%). Se observa ausencia de expresion de RET con
menor frecuencia en los subtipos diferenciados: en el subtipo
colbnico se observa en 13 casos (26%) y en el subtipo papilar

en ningun caso (Figura 29-33).
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Figura 29 Expresion de RET y el subtipo histolégico.

78



Resultados

Papilar

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

(+) (++) (+++4)

Figura 30: Expresion de RET en el subtipo papilar.
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Figura 31 Expresion de RET en el subtipo colonico. Verde: casos negativos,

naranja: casos positivos.
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Mucinoso
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Figura 32 Expresion de RET en el subtipo mucinoso. Verde: casos negativos,

azul: casos positivos.
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Figura 33 Expresion de RET en el subtipo sélido. Verde: casos negativos, azul:

casos negativos.
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Los pacientes que expresaban RET se distribuian de la siguiente
manera en los diferentes estadios TNM. Presentaban tincidon
positiva el 81%; 40%; 75%; y 63,6% en los estadios I-II-11I y IV
respectivamente. Mientras que eran RET negativos el 19%;
60%; 25%; y 36,4% los estadios I-II-III y IV respectivamente.

Sin diferencias significativas. (Figura 36).
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Figura 36 Expresion de RET y el TNM

Observamos de manera significativa (p= 0,042) un mayor
porcentaje de RET negativo (26%) frente a RET positivo (8%)
en pacientes con invasion intracraneal. Tanto en los pacientes
con recidivas tumorales como en los pacientes que presentan
metastasis no se encontraron diferencias significativas.
Observamos que los pacientes que tuvieron recidivas presentan
un 60,8% de tincion RET negativa y 43,5% de tincion RET

positiva mientas que los pacientes con metastasis presentan
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8,6% de tincion RET negativa y 15,7% de tincién RET positiva
(Figuras 37-39).

=7

Invasion intracraneal

100
90
80
70
60
50
40
30
20 -
10 -

a1 , [ :

RET NEGATIVO RET POSITIVO

Figura 37: Invasion intracraneal y porcentaje de expresion de RET (p= 0,042).
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Figura 38: Recidivas tumorales y porcentaje de expresion de RET (p= 0,16).
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Metastasis
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Figura 39: Metastasis y porcentaje de expresion de RET (p= 0,40).

En cuanto a la supervivencia, parece ser que los pacientes que
presentaron mayor expresion de RET tienen mejor
supervivencia global (p 0,102), mejor supervivencia especifica
para la enfermedad (p 0,256) y mejor supervivencia libre de
enfermedad (p 0,905); aunque no se encontrd significancia

estadistica (Figuras 40-45).
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Supervivencia global
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Figura 40: Supervivencia global y expresion de RET. Segiin los grados de tincién
de RET.
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Figura 41 Supervivencia global y expresion de RET, casos positivos vs. casos
negativos (p=0,117).
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Supervivencia especifica de enfermedad
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Figura 42: Supervivencia especifica de la enfermedad y expresion de RET.
Segun los grados de tincion de RET.
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Figura 43: Supervivencia especifica de la enfermedad y expresion de RET.
Casos positivos vs. casos negativos (p= 0,924).
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Supervivencia libre de enfermedad
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Figura 44: Supervivencia libre de enfermedad y expresion de RET. Segtin los
grados de tincion de RET.
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Figura 45 Supervivencia libre de enfermedad y expresion de RET. Casos
positivos vs. casos negativos (p= 0,411).
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Todos estos datos nos indican una asociacién entre una mejor
diferenciacién y mayor supervivencia de los tumores con la

expresion positiva de RET.

4.14 Linea celular e Inhibidores de la tirosina quinasa

4.14.1 Morfologia de la linea celular

La linea celular de ITAC creci6 como una monocapa células
pequeiias en forma de adoquin con nucléolos bien marcados y
visibles en el nucleo, no muy diferente de la morfologia de las
células que se pueden ver en una secciéon H & E del tumor

primario del paciente (Figura 46).
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Figura 46: Microfotografia de un corte representativo de ITAC tipo colonico con
una tincion de H & E (a) . Un aumento mayor de las células tumorales primarias
(b). Apariencia morfolégica similar con la linea celular de ITAC 3 (c). La IHQ
para la expresion de CK20 era practicamente negativa (d). Magnificacion
original: 200x (A, C, D ) y 400x (B). Figura tomada de Perez-Escuredo et al
[116].
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4.14.2 Caracteristicas de crecimiento

La curva de crecimiento de ITAC mostr6 un comienzo lento
después de la siembra, incluso se observé una disminucion de
las células después de 24 h. En la fase logaritmica, entre 24 h 'y
96 h, se observd una duplicacion de poblacién en
aproximadamente 18 h. Después del subcultivo 10, este
crecimiento se ha mantenido estable hasta la actualidad
(subcultivo 60). Usando el ensayo de invasiéon de Matrigel, se
encontr6 que la linea celular de ITAC tenia un alto potencial de

invasion con un gran niumero de células presentes en la matriz.

4.14.3 Perfil genético

Mediante secuenciacién de nueva generacion se determino una
mutacion no sinénima de RET en el cromosoma 10, ex6n 5 de la

linea celular. Sin encontrarse mutaciones en ALK y ROS.

4.14.4 Crecimiento celular e inhibidores de la tirosina quinasa.

En la linea celular de ACNS, desarrollada en nuestro laboratorio,
se probaron 2 inhibidores de la tirosina quinasa aproados para
su uso frente a los receptores ALK en adenocarcinomas de
pulmén y en RET de los carcinomas medulares de tiroides.

Utilizamos el crizotinib y el vandetanib respectivamente,
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desafortunadamente ninguno de estos farmacos produjo
respuesta significativa en el crecimiento de las células
tumorales del ACNS in vitro. El crizotinib no produjo
disminucién celular en ninguna de las fases. Se probaron
concentraciones de manera ascendente y se incubaron la lineas

celulares durante 24, 48 y 72 horas (Figuras 47-49).
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Figura 47 Crizotinib y tasa de supervivencia a las 24 h.
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Figura 48 Crizotinib y tasa de supervivencia a las 48 h.
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Figura 49 Crizotinib y tasa de supervivencia a las 72 h.

Se probaron concentraciones de vandetanib de manera
ascendente y se incubaron la lineas celulares durante 24, 48 y
72 horas. Este farmaco produjo una disminucion celular de mas
del 50 % a las 72h después de aumentar la concentracién a 1

uM (Figuras 50-52).
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Figura 50 Vandetanib y tasa de supervivencia a las 24 h.
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Figura 51 Vandetanib y tasa de supervivencia a las 48 h.
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Figura 52 Vandetanib y tasa de supervivencia a las 72 h.

4.15 Secuenciacion

De las 150 muestras de ITAC se pudieron analizar 48 con

técnicas de secuenciacion de nueva generacidon. Encontramos

mutaciones no sindnimas recurrentes, 5 de ALK, 3 de RET y 6
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de ROS 1. En un caso observamos una translocacion de ALK con

EHP1 y una amplificacién de ALK. (Tabla 1).

Tabla 1: Mutaciones de ALK, RET, y ROS encontradas con técnicas de
secuenciacion.

Mutacion N=48
ALK 5
RET 3
ROS1 6

Translocacion
ALK-EHBP1 1
Amplificacion
ALK 1

El nimero de transiciones de C > T fue significativamente
mayor que otras sustituciones de nucledtidos (Tabla 2). Y
aunque la mutaciones no sin6nimas alteran la secuencia de la
proteina, no hemos demostrado que afectan la expresion y
funcién de las mismas.

Ademas se encontré 10 mutaciones transicionales es decir
sustitucidon de una base purica por otra base purica (A < G ), 0
una base pirimidinica por otra base pirimidinica (C © T) y 3
mutaciones transversionales es decir las sustituciones de una
purina por una pirimidina o viceversa, las consecuencias de la
transversion tienden a ser mas drasticas que las de la transicion
y pueden ser causadas por la radiacién ionizante y por agentes

alquilantes.
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Tabla 2: Mutaciones transicionales y transversionales de ALK, RET y ROS.

Cambio de | Cambio de
Gen nucledtido | aminoacido Frecuencia
ALK T1427C V476 A 0,48
ALK C2039T T680 I 0,47
ALK C2039T T680 I 0,07
ALK C2039T T680I 0,71
ALK G661C G 221R 0,52
RET C2944T R982C 0,19
RET C2944T R982C 0,71
RET C2944T R982C 0,56
ROS1 T1144C Y382H 0,51
ROS1 C1958T S653F 0,37
ROS1 A 229-94 C 0,50
ROS1 C2411A T804 N 0,42
ROS1 G 5704 A E 1902 K 0,40
ROS1 C6061T P 2021 S 0,49
ROS1 G6116 A R2039H 0,23
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5 DISCUSION

5.1 Justificacion

En nuestra especialidad el CCC tiene una alta relevancia ya que
se trata de la 62 neoplasia mas comun en el mundo, un
porcentaje reducido de los tumores de esta localizacion
corresponden a los ACNS. La supervivencia varia dependiendo
de la localizacion y el estadio, pero en general la mortalidad es

elevada y hay escasas opciones de tratamiento.

En relacion al CCC son pocos los trabajos que demuestran la
expresion de ALK, RET y ROS. Sélo se ha estudiado ALK y ROS
en algunos tipos de tumores poco frecuentes como son el
pseudotumor inflamatorio (IMT) y el rabdomiosarcoma de
cabeza y cuello [72, 73]. Y la expresion de RET se ha estudiado

en los tumores medulares de tiroides.

Por la importancia de estas alteraciones genéticas en el
adenocarcinoma de pulmdn. Y la importancia los inhibidores de
la tirosina quinasa, farmacos seguros para los pacientes y que
han mostrado una buena respuesta en estos casos, creemos
conveniente estudiar dichas proteinas en los ACNS ya que

ambos tumores comparten similitudes clinicas e histoldgicas.
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Aunque la presencia de estas alteraciones es poco frecuente en
los adenocarcinomas de pulmén y la incidencia de ACNS es
mucho menor a la de pulmén, poseemos una muestra
representativa de 150 casos, para analizar estas alteraciones de

las tirosina quinasas.

5.2 Aspectos clinico patoldgicos

Los datos obtenidos de las variables clinico-patologicas
estudiadas en los 150 pacientes son similares a datos descritos
en otras series publicadas de ACNS [117] La mayoria de los
pacientes fueron diagnosticados de un ACNS alrededor de la
sexta década de la vida, como se ha reportado en la literatura
[10].

La exposicion laboral al polvo de la madera fue el principal
factor de riesgo y se observé en 88% de los pacientes, dato
similar a otros estudios [118, 119]. La exposicion laboral fue de
forma prolongada, con una media de 32 afios, también un dato
similar a otros estudios ya publicados [7, 120].

Los antecedentes de tabaco y alcohol no se relacionan de
manera causal, aunque si se asocian epidemiolégicamente como
se observa en otros estudios [121]. En nuestra serie estas
variables se presentaron en el 47% y 49% de pacientes,

respectivamente.
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En cuanto a la histopatologia, el subtipo colénico es el mas
frecuente (58%) seguido en frecuencia por los mucinosos,
solidos y papilares, similar a otras series publicadas [7, 117].

La mayoria de los casos fueron diagnosticados en estadios
tumorales avanzados IIl y IV (69%) siendo un dato comun con
la mayoria de series [117, 122, 123] y que se explica por la
clinica inespecifica y muchas veces silente en estadios precoces.
La radioterapia postoperatoria fue indicada en la mayor parte
de los pacientes (63,5%), como se realiza en otros hospitales y
se recoge en otras publicaciones [120, 124].

Las recidivas locales se presentaron en 47% de los casos y se
observaron metdastasis en 11% de los casos.

La supervivencia global de los pacientes de nuestra serie fue del
48% a los 5 afios cifras similares a las recogidas en la mayoria
de las series publicadas [5, 117, 123].

La supervivencia es mayor en los estadios precoces,
observando, una caida en la supervivencia desde el 70% en el
estadio I a menos del 19% en el estadio IV, similar a otras
publicaciones [5, 117, 123].

Otro dato que influy6 de manera negativa en la supervivencia
fue la invasion intracraneal, como también habian publicado
otros autores [123, 125]. De los pacientes que presentaron
invasion intracraneal al momento del diagndstico solo el 7%
seguian vivos a los 5 afos, estos resultados fueron
estadisticamente significativos.

Las principales causas de fallo en el tratamiento de los ACNS

fueron las recidivas locales y las metastasis como ya se habia
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publicado [5, 126]. Ambas situaciones se relacionan en nuestro
estudio, de forma significativa, con una menor supervivencia

(p= 0,002 y p=0,000 respectivamente ).

5.3 Aspectos genéticos-moleculares

En los ultimos afios han surgido muchas expectativas en
referencia a la genética molecular y a las terapias biologicas
dirigidas, especialmente con los inhibidores de las tirosina
quinasas [1]. En los adenocarcinomas de colon, mama y
especialmente de pulmoén, se han descrito dianas moleculares
en relacion con alteraciones en proteinas con actividad tirosina
quinasa como EGFR, ALK, HER2 (human epidermal growth
receptor-2 factor) o cMET (hepatocyte growth factor receptor)
[61], lo cual ha permitido el desarrollo y aplicacion de terapias
bioldgicas.

Estas alteraciones moleculares pueden ser mutaciones,
amplificaciones génicas y translocaciones cromosomicas,
conllevando en la mayor parte de los casos a la sobreexpresion
de la proteina y la activacidén de una ruta de sefializacién que

dara lugar al crecimiento celular descontrolado.

Por su similitud histologica con los adenocarcinomas de colon y
de pulmoén [127] se ha intentado identificar en los ACNS las
alteraciones mas frecuentes observadas en estos tumores. En
particular, se han hecho estudios dirigidos a buscar alteraciones

en los genes EGFR, FGFR1(fibroblast growth factor receptor 1)
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y cMET. La amplificacién génica y la sobreexpresion proteica de
EGFR ocurre en un 40% y 20-32% de los ACNS
respectivamente, sin observarse mutaciones [36, 128, 129]. La
sobreexpresion de HER2 ha sido descrita en sé6lo un 8% de los
ACNS [130]. Projetti et al. [131] detectaron mediante FISH
amplificaciones de FGFR1 en tumores nasosinusales, pero sélo
en los carcinomas epidermoides y no en los ACNS. No se han
encontrado amplificaciones del gen cMET, pero si ganancias en
el 52% y sobreexpresion proteica en el 64% de los ACNS [132].

Hasta el momento no existen estudios sobre el papel de ALK,
RET y ROS en los ACNS. Este estudio fue dirigido al estudio de
estas proteinas tirosina quinasas, la identificacion de la
translocacion ALK/EML4 y alteraciones en su expresion, con
vista a una posible aplicacién de nuevas terapias bioldgicas para

los ACNS.

Expresion de ALK

La deteccion de la fusion génica entre ALK/EML4 por una
translocaciéon en el cromosoma 2, en adenocarcinomas de
pulmén y la posterior utilizacién del crizotinib como nueva
diana terapéutica especifica frente a esta alteracion, ha
supuesto un gran avance en la estrategia terapéutica frente a
ese tipo de tumores. Se estima que del 3 al 5% de pacientes con

cancer de pulmoén tienen esa alteracidon génica [62]. En nuestro
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estudio, no encontramos una translocacion de ALK utilizando la
técnica de FISH. Y aunque la incidencia de ACNS es mucho
menor que los adenocarcinomas de pulmén, contamos con un
numero representativo de 150 casos. De estos so6lo se pudo
analizar 60 casos con FISH, de los cuales el 5% representarian 3
Ccasos.

A pesar de nuestros resultados negativos con respecto a la
reorganizacion de ALK con FISH y resultados negativos con IHQ
no podemos decir que no existe este tipo de alteracion en los
ACNS, pero si a que hay una probabilidad muy baja de que esta
mutacion esté involucrada en su desarrollo, similar a otras
series de adenocarcinoma de pulmén [133]. Ante esta
probabilidad analizamos también estas mutaciones con técnicas
de secuenciacidon de nueva generacion, en 48 pacientes con esta

patologia.

La deteccion de la translocacion de ALK debe ser realizada por
FISH de acuerdo a la técnica validada para NSCLC [134]. Es
importante sefialar que para la interpretacion del FISH, se debe
tener una experiencia contrastada, ya que su analisis puede
servir como un marcador de respuesta terapéutica. Las sondas
'break-apart’ empleadas en este estudio tienen la ventaja de
poder indicar diferentes translocaciones involucrando un sélo
gen, en nuestro caso el gen ALK, pero la evaluacién de las
sefiales es mas dificil. Al contrario, las sondas 'fusién’ producen
una conjuncion de las sefales verde y roja facil de detectar,

pero solo pueden identificar una translocacién particular.
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Con respecto a los ACNS de nuestro proyecto hemos analizado
60 muestras. Hemos observado que la técnica de la ALK/FISH
presenta una mayor dificultad que la FISH utilizada de forma
habitual en nuestro laboratorio. Hasta ahora sé6lo se habia
propuesto como método estandarizado y especifico en
adenocarcinomas de pulmoén, pero no se habia desarrollado
hasta nuestro proyecto en ACNS [77, 78]. Hemos comprobado,
en las muestras estudiadas, que realizar la técnica es muy
trabajosa, sobre todo en la interpretacion de los resultados. Los
problemas se deben principalmente a la deteccion clara de las
sefiales de fluorescencia, por la consistencia mucosa del tejido y
por la absorcion de la luz en estructuras adyacentes a los
cromosomas estudiados. Ademas ha sido dificil interpretar los
resultados debido a la distribucién tridimensional de los genes
y por las caracteristicas histoldgicas de las muestras. Otros
autores han observado problemas similares a los detectados
por nosotros, no encontrando relacion completa entre el
numero de copias de ALK y las células ALK-FISH positivas,
hecho que atribuyen a dificultades técnicas y no bioldgicas [79,
135]. En otro trabajo se hace una revision detallada de ALK-
FISH en casos con ALK/EML4, destacando la dificultad para
interpretar los resultados debido a que la fusién génica ocurre
en el mismo cromosoma y no en cromosomas diferentes, como
en BCR/ABL de la leucemia mielocitica cronica o el SYT/SSX del

sarcoma sinovial [63, 77].
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Desafortunadamente, en el presente estudio no se ha hallado la
translocacion ALK/EML4 en ninguno de los 60 casos analizables
con FISH. Dato similar a otros estudios en carcinomas
colorectales, en los que no encontraron la translocacion de ALK,
mediante FISH, en 12 casos [136] y en 756 casos estudiados
[137]. En otro estudio similar al nuestro en adenocarcinomas
colorectales, se identific6 1 caso (0,4%) con una translocacion
de ALK mediante FISH [138]. Esto demuestra la baja incidencia
de translocaciones de ALK en tumores sdlidos.

Lo que si observamos es un niimero mayor de copias de ALK, lo
que indica la inestabilidad génica de los ACNS [28, 139].
Encontramos ganancias en el nimero de copias de la region
cromosOmica 2p23 en 10 casos (16,6%), observado como 3 6
mas senales FISH por nucleo. Parecido a otros estudios en CRC
que fueron FISH ALK (-) y presentaron amplificaciones de ALK
en 20 casos (2,6%) [137]. Aunque en nuestro estudio tampoco
fueron acompanadas por una sobreexpresion de la proteina de
ALK en la IHQ.

El incremento en el numero de copias de gen ALK es producido
principalmente por una polisomia de cromosoma 2, y ha sido
demostrada en un 80% de los canceres de pulmon de células no
pequefias [140]. En los casos de polisomia es necesario que al
menos una de las copias por nucleo esté fusionada para que sea
ALK-FISH positivo. Un alto nuimero de copias del gen no
alterado (sin fusiéon) no se relaciona con la respuesta al

crizotinib.
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Para complementar los resultados de la FISH realizamos la [HQ.
Como hemos mencionado esta técnica es mas barata y rapida
que la FISH. y mejora la sensibilidad para la deteccién de
alteraciones de ALK en los ACNS. Como esperabamos, al realizar
la THQ se confirmé los datos de la FISH, en los 86 casos

analizables de ACNS no encontramos sobreexpresion de ALK.

Por ultimo complementamos el estudio realizando la
secuenciacion de 48 casos de ACNS. Se realizaron los estudios
de secuenciacion en 24 casos en los que se habia realizado
previamente la I[HQ y la FISH y en otros 24 casos en los que no
se pudo realizar la FISH ni la IHQ por criterios de inclusion. Se
analizaron los resultados y se compararon con otros estudios,
tomando como referencia la mutaciones de ALK ya publicadas
tanto translocaciones en IMT, adenocarcinomas de pulmén [75,
141, 142], linfoma [143] y tumores anaplasicos de tiroides
[144] como mutaciones sin sentido de ALK en cerebro [145] y
en pulmodn [146] .

De los casos analizados mediante secuenciacion encontramos 5
con mutaciones no sindénimas de ALK y 1 caso con una
translocacion ALK-EHBP1 que no se ha publicado todavia. El
caso que presentd la translocacion también presentd
amplificaciones del gen. Salvo por la translocacién los datos
encontrados estarian en relacién con mutaciones que aparecen
en una poblacion normal, esta informacion es dificil de
relacionar con las caracteristicas clinico patologicas por su

excepcional frecuencia. Ademas, estas mutaciones no
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produjeron sobreexpresion de ALK cuando se reviso los
mismos casos mediante IHQ y FISH. En comparacién con
tumores colorectales encontramos datos parecidos a nuestro
estudio. En los que a pesar de obtener resultados negativos con
FISH, gracias a las técnicas de secuenciaciéon de nueva
generacion se han demostrado translocaciones como PRKAR1A-

ALK [147], o C20rf44-ALK (1 de 40 casos).

En cuanto a las terapias dirigidas hacia ALK existen una serie de
estudios que han demostrado una buena respuesta de los
pacientes con adenocarcinomas pulmonares al crizotinib [82],
también se ha observado una buena respuesta en pacientes que
presentan otros tumores con la translocacion en ALK [75]. Este
medicamento produce el control de la enfermedad en
aproximadamente el 90% de los pacientes con la translocacion
ALK/EML4 y la supervivencia libre de progresién a los 6 meses
es de mas del 70% [1]. La supervivencia global no varia
significativamente debido a la resistencia a estos farmacos.

Los mecanismos de resistencia frente al crizotinib son variados
y es por eso que en la actualidad se estan estudiando nuevos
medicamentos, algunos dirigidos contra multiples dianas
tirosina quinasa, y otros de nueva generacion con una actividad
mayor frente a ALK como lo es el brigatinib. Este farmaco ha
demostrado eficacia en pacientes con NSCLC ALK (+) y

actualmente se encuentran realizando ensayos clinicos en fase

3 [148].
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Al realizar el estudio de sensibilidad en nuestra linea celular no
observamos respuesta de las células del ACNS a diferentes
concentraciones de crizotinib. Este resultado era esperable ya
que no encontramos alteraciones de ALK en la linea celular. En
un futuro seria interesante realizar un estudio con una linea
celular que presente la nueva translocacién identificada, ALK-

EHBP1.

Expresion de RET

En cuanto a RET, 1 a 2% de los canceres de pulmoén tienen
reordenamientos en este gen, que codifican el receptor de la
tirosina quinasa RET [149]. Los reordenamientos de RET se
encuentran principalmente en los adenocarcinomas de pulmon.
Se han publicado translocaciones como KIB5B-RET [150] y
CCDC6-RET [151]. Estas translocaciones se presentan mas
comunmente en los pacientes no fumadores, y son mutuamente
excluyentes con otras mutaciones, tales como EGFR, ALK, o
KRAS[91]. En nuestra serie no encontramos reordenamientos
de RET posiblemente en relaciéon con la baja proporcién en la

que se presentan en los tumores pulmonares.

El gen RET y su receptor de superficie regulan un amplio
numero de vias moleculares que contribuyen al desarrollo del
cancer, y han sido estudiados en profundidad en los canceres de
tiroides [152].

En el cancer medular de tiroides (CMT) hereditario, las

mutaciones de RET se han descrito en 88% de los casos [153].
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Las mutaciones RAS han sido descritos en el 69% de los casos
que expresan RET del tipo salvaje y en 2,5% de los casos de
CMT esporadicos, RET-positivas [154].

Al realizar la IHQ en 80 pacientes con ACNS observamos una
tincion positiva para RET en la membrana celular en el 71% de
los casos y ausencia de tincion en 29% de los casos.
Comparamos estos casos con la IHQ de una muestra control y
observamos que en el tejido sano encontramos una tincion
positiva para RET. De los resultados que hemos obtenido en
nuestro estudio observamos que la falta de expresion de RET
esta asociada con un peor pronostico mientras que la tincion
positiva se asocia a un mejor prondstico. Datos parecidos se han
encontrado en el cancer colorectal [155] de histologia similar a
la mayoria de nuestros casos de ITAC (coldénico) .

Con estos datos nos planteamos que RET podria funcionar
como un gen supresor. Se ha demostrado el mismo efecto en un
estudio de cancer colorectal [155]. Pero necesitamos mas

estudios para confirmar esta teoria.

También realizamos la secuenciacion de 48 casos tomando
como referencia la mutaciones de RET ya publicadas tanto
translocaciones en adenocarcinomas de pulmoén (TRIM33-RET;
KIF5B-RET; CCDC6-RET; NCOA4-RET) [91, 156-158] y
translocaciones en tumores de tiroides (RET/PTC) [159, 160]
como mutaciones sin sentido en tumores medulares de tiroides
[161, 162]. Al realizar la secuenciaciéon encontramos 3 casos

con mutaciones no sindnimas de RET. No se pudo realizar
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correlaciones con la IHQ ya que los casos que presentaron la
mutaciones fueron diferentes a los que se pudieron analizar con
la ITHQ. Estos resultados, por su frecuencia, estarian en relacion
con mutaciones que aparecen en una poblacion normal. Y al ser
pocos casos, la relaciones clinico patolégicas son dificiles de

analizar.

En cuanto al tratamiento dirigido hacia RET. Existen una serie
de inhibidores de la tirosina quinasa multidirigidos que actiian
en pacientes con alteraciones en RET. Estos farmacos han sido
aprobados por la FDA para su uso en ciertos tumores malignos.
Estos incluyen el vandetanib, sorafenib, sunitinib, cabozantinib
y levantinib. In vitro se ha observado la inhibicién de RET y la
inhibicion del crecimiento tumoral con farmacos como el
vandetanib, sunitinib y sorafenib [91, 150, 158]. El sorafenib y
lenvatinib estan aprobados por la FDA para el tratamiento de
los tumores diferenciados de tiroides refractarios al radio yodo
[163] y este ultimo, el lenvatinib, ademas ha demostrado
inhibicién del crecimiento tumoral en ensayos preclinicos en
adenocarcinomas pulmonares [164]. También se han reportado
casos clinicos en los que se observa una buena respuesta al
utilizar vandetanib (300 mg al dia) en pacientes con
reorganizacion de RET en tumores de pulmdn refractarios a la
quimioterapia [157].

En general los fArmacos han sido aprobados por su seguridad y

presentan toxicidades en un porcentaje pequeio. Las
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toxicidades incluyen diarrea, eritema palmo-plantar, la fatiga,

elevacion de las transaminasas, y trombocitopenia [162, 165].

En nuestra linea celular de ITAC probamos el vandetanib por
ser uno de los inhibidores mas utilizados para los ensayos
preclinicos y por estar aprobado para su uso en CMT y NSCLC.
Probamos con concentraciones ascendentes del farmaco,
observando respuesta e inhibicidn en el crecimiento tumoral a
las 72 horas. Observamos esta diminucién del crecimiento
celular a partir de una concentracién de 0,1 uM de vandetanib,
hasta llegar a la disminucién del 50% del crecimiento celular
(IC 50) con una concentracion de 1 pM de vandetanib. Otros
articulos que han publicado ensayos preclinicos en lineas
celulares, muestran una disminuciéon del crecimiento celular
con concentraciones de vandetanib similares a nuestros
resultados. Samadi AK. et al [166], presentaron un IC 50 con
concentraciones entre 0,250 a 1,380 puM en lineas celulares de
carcinoma medular de tiroides. Taguchi F. et al [167], demostré
un IC 50 con concentraciones de 0.14 pM y 5.92 uM de
vandetanib en lineas celulares de adenocarcinoma de pulmoén. Y
Yoshikawa et al [168], alcanz6 un IC 50 con concentraciones de
0,22 uM con el uso de vandetanib en un estudio de lineas
celulares de conlangiocarcinoma. En todos estos estudios se
continu6 la investigacion en lineas celulares implantadas en

ratones, con resultados satisfactorios en la mayoria de casos.
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La importancia de RET como un mediador central de los
procesos que conducen al desarrollo y progresion del cancer de
tiroides proporciona el fundamento para el estudio de los
inhibidores de la tirosina quinasa y los inhibidores
multiquinasa (especificamente, aquellos que se dirigen a RET)
[153]. Todavia no esta claro si la inhibicién dirigida a RET
frente a otros receptores celulares, particularmente VEGFR, es
el principal mecanismo por el cual los inhibidores de la
multiquinasa conducen las respuestas clinicas. Mientras que los
inhibidores especificos, tales como inhibidores de RAS, BRAF,
MEK, PI3K, mTOR, y Akt, son terapias potenciales, estos agentes
ain no estan aprobados para su uso, y la inhibicién

multiquinasa es el enfoque terapéutico primario [95, 153].

Aunque en nuestro estudio no hemos encontrado resultados
claros con respecto a las mutaciones de RET, si hemos
encontrado asociaciones con respecto a la supervivencia y al
tratamiento. En nuestra serie observamos que una mejor
diferenciacion tumoral y a una mejor supervivencia se asocian a
una expresion de RET en la membrana. A su vez la falta de
expresion de RET se asocia a menor diferenciacion celular y un
peor pronostico. En cuanto al tratamiento hemos demostrado
una inhibiciéon del crecimiento tumoral con concentraciones
altas de vandetanib a las 72 horas. Como ya lo hemos
mencionado previamente la concentracion de farmaco que
logro la inhibicion del crecimiento celular fue alta y aunque su

respuesta aumentd progresivamente con las horas y produjo
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disminuciéon celular del 50% no consideramos que tuvo un
efecto significativo en el crecimiento tumoral. De todas formas,
con estos datos y en base a otros estudios publicados se podria

realizar estudios en ratones con el vandetanib.

Expresion de ROS

Al igual que ALK y RET los reordenamientos de ROS1 producen
una activacion de su dominio quinasa que favorecen la
proliferacién tumoral. Las diferentes proteinas de fusion
pueden tener diferentes propiedades oncoldgicas [115].
Los reordenamientos de ROS1 ocurren en aproximadamente el
1% de los pacientes con NSCLC [169]. Un porcentaje bajo
inclusive para los tumores de pulmén que son muchos mas
prevalentes que los ACNS.

15.000 casos de los aproximadamente 1,5 millones de nuevos
casos de NSCLC en todo el mundo, puede ser producido por
fusiones de ROS1 [170], en nuestra serie representarian 1,5
casos de 150. Al igual que con reordenamientos ALK y RET, los
reordenamientos ROS1 son mas comunes en pacientes que
nunca han fumado. A nivel genético las mutaciones de ALK y
ROS1 rara vez se producen en el mismo tumor[171]. En nuestro
estudio al realizar la IHQ no encontramos en ningun caso la
expresion de ROS1. En un estudio similar al nuestro, realizado

en pacientes con cancer colorectal, se observo fusiones de ROS
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en 2 casos (0,8%), y en un caso se confirmd la translocacion
SLC34A2-ROS con RT-PCR [138].

Al analizar los 48 casos con técnicas de SNG observamos 3
casos con mutaciones no sinénimas de ROS 1. 1 caso presentaba
mutaciones no sinénimos de ALK Y ROS1. 1 caso presentaba
mutaciones no sinébnimos de ALK, RET y ROS1. Y en 1 caso se
observo que coincidia la translocacion de ALK-EHBP1 y una
mutacion no sinénima de ROS1.

Salvo por la translocacion los datos estarian en relacién con
mutaciones que aparecen en una poblacién normal.

No encontramos similitudes con otros estudios que, aunque
muy poco frecuente, si han demostrado la translocaciéon de
ROS1 (CD74-R0OS1) en adenocarcinomas de pulmoén y CRC [112,
138, 172].

En varias lineas celulares se evidencia que ROS1 representa una
diana terapéutica del inhibidor de ALK el crizotinib. ALK y ROS1
comparten una identidad de aminoacidos similar especialmente
en los sitios de uniéon al ATP. El crizotinib se une con alta
afinidad tanto a ALKy ROS1 y en ensayos en lineas celulares se
ha demostrado que tanto ALK como ROS1 son sensibles a este
farmaco. Presentando wuna inhibicion del 50% a wuna
concentracion maxima de 40 a 60 nM [170]. En nuestra linea
celular no se observo disminucidon de la proliferacion celular
con el crizotinib. Resultado esperable debido a la ausencia de

translocaciones de ROS1.
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Debido a los resultados obtenidos en nuestra investigacion y
debido a la incidencia de los ACNS, cada caso deberia ser
valorado de forma individual y se deberia analizar ALK, RET y
ROS en los estudios de secuenciacion. Faltan estudios para
demostrar la efectividad del crizotinib o el vandetanib en estos

tumores.
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6 CONCLUSIONES

1. Estudiamos una muestra de 150 casos de ACNS, la
mayoria diagnosticados en sexta década de la vida y en
estadios tumorales avanzados. La radioterapia
postoperatoria fue indicada en el 63,5% de los pacientes.
La exposicién laboral al polvo de la madera fue el
principal factor de riesgo y se observo en el 88%. La
supervivencia global de los pacientes de nuestra serie
fue del 48% a los 5 afios.

2. No se identifico expresion proteica de ALK en los ACNS
de nuestra serie, tampoco identificamos la translocacion
ALK-EML4 con FISH.

3. Se identificé expresion de RET en el 71% de los ACNS
estudiados y ausencia de la misma en 29% de los ACNS.
La ausencia de RET se asocié con marcadores clinicos
adversos en pacientes con ACNS.

4. No se identifico expresion de ROS en los ACNS de
nuestra serie.

5. Se estudiaron 48 casos con técnicas de secuenciacion de
nueva generacion y se observo 11 casos con mutaciones
en ALK, RET y ROS. Observamos 3 mutaciones no
sinénimas en ALK, 2 mutaciones no sinénimas en RET, 3
mutaciones no sindnimas en ROS1, 1 caso con
mutaciones no sinénimos de ALK y ROS1, 1 caso con

mutaciones no sinénimos de ALK, RET y ROS1, y 1 caso
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se observd la translocacion de ALK-EHBP1 y una
mutacién no sinébnima de ROS1.

En la linea celular desarrollada en nuestro laboratorio se
estudio la respuesta de crizotinib y vandetanib.

No se observd disminucion en la proliferacién tumoral
con crizotinib.

Se observé una disminucion de mas del 50% de la
proliferacién tumoral con concentraciones de entre 0,1 y

1 um. y después de 72h.
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Anexos

8 ANEXOS

8.1 Mutaciones de ALK, RET y ROS susceptibles de
tratamiento con inhibidores de la tirosina quinasa

Tabla 3: Mutaciones de ALK, RET y ROS susceptibles de tratamiento con
inhibidores de la tirosina quinasa.

- Mutaci | Funci | Asociaci

Orige Gen Variante Lftac' u’ncn so’cnacn Farmaco Estado

n on 6n 6n

cereb | k| Rr12750 mss | g | Sensibil crizotinib Preclinico

ro dad

cereb | k| Fr17aL mss | g | Sensibil crizotinib Preclinico

ro dad

cereb | k| G1128A mss | g | Sensibil crizotinib Preclinico

ro dad

cereb | k| 111718 mss | g | Sensibil crizotinib Preclinico

ro dad

cereb | k| Riz02p mss | g | Sensibil crizotinib Preclinico

ro dad

cereb | k| F12asc mss | g | Sensibil crizotinib Preclinico

ro dad

IMT | ALK Al Fusion | AN Respuest crizotinib Caso
tos a

Pulm Reordenamien ., Respuest crizotinib,

on ALK - Fusion | AN a ceritinib Aprobados

Pulm Reordenamien ., Respuest | Inhibidores de

on ALK . Fusion | AN a ALK Ensayos

Pulm Reordenamien ., Respuest | Inhibidores de

on ALK . Fusion | AN a HSP9O Ensayos

Pl:l|m ALK Reordenamien Fusion | AV nan

on tos

Pulm Resisten T

. ALK L1196M MSS M ) crizotinib Caso

on cia

Pulm Respuest o

on ALK L1196M MSS M a ceritinib Aprobados

P;'nm ALK | L1196M MSS | A nan nan

Pulm | ik | L11s2R mss | | RESEN L izotinib Caso

on cia

P;'nm ALK | c1156Y MSS | A Resc'is:e” crizotinib Caso
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Anexos

on ALK F1174L MSS A cia crizotinib Caso
Nuevos
P;'nm ALK | F1174L MSS | A Res‘;“e“ Inhibidores | preclinico
de ALK
Pum | ik | G1202R Mss | g | ReEsisten crizotinib Caso
on cia
Pulm k| s1206y mss | | RESM | crizotinib Caso
on cia
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on cia
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Pulm k| 11517ins | ™S [ o | RESSEN L isotinib Caso
on on cia
PL,JIm ALK 1151Tins InslerC| A Respuest ceritinib Aprobados
on on a
Pulm e g . Resisten T
n ALK | Amplificacién | Copias | AN cia crizotinib Caso
Linfo ALK Reordenamien Fusion | AV Respuest crizotinib e.a.rly
ma tos a clinical
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es tos a
i cabozantinib,
Pl:I|m RET Reordenamien Fusion | A Respuest Ensayos,
on tos a vandetanib Caso
Pulm Reordenamien ., Sensibili | Inhibidores de , .
on RET - Fusion | AN dad RET Preclinico
codones 618,
620,
Tiroid RET | 634,768,791, | MssS ) Respuest vandetanib Aprobados
es 891, a
918
T're(;'d RET|  c634w MSS | AN Res‘;“eSt vandetanib | Aprobados
T~ ibili cabozantinib,
Tiroid | per | cozaw mss | o | SensiPil Preclinico
€s dad sunitinib
Tiroid Sensibili | Inhibidores de .
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Tiroid Respuest .
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-~ hili cabozantinib,
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i3y cabozantinib,
Tiroid = Reordenamien Fusion | A Sensibili preclinico
es PTC tos dad vandetanib,
1 sunitinib
RET
Tiroid = Reordenamien Fusion | A Sensibili Inhibidores de preclinico
es PTC tos dad RET
1
Pl:I|m ROS | Reordenamien Fusion | AV Respuest crizotinib s
on 1 tos a
Pulm | ROS | Reordenamien Fusion | AV Sensibili Inhibidores de preclinico
on 1 tos dad HSP90
Pulm | ROS | oo032R Mss | A | RESSTN L Cisotinib Caso
on 1 cia
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8.2 Abreviaturas

ACNS: Adenocarcinomas nasosinusales.

ALCL: Linfomas anaplasicos de células grandes.

ALK: “Anaplastic lymphoma kinase”.

c-ErbB: gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico.
c-Fms: gen del receptor del factor estimulante de colonias de
macrofagos.

CCC: Cancer de cabezay cuello.

CGH: “Comparative Genomic Hybridization”. Hibridacién
genomica comparativa

CRC: “Colorectal cancer”. Carcinoma colorectal.

CRK: “CT10 regulator of kinase”

EGFR: “Epidermal growth factor receptor”.

FDA: “Food and drug administration”. Administracién de
alimentos y medicamentos.

FISH: Hibridacion fluorescente in situ.

FMTC: Carcinoma medular de tiroides familiar.

GDNF: Factor neurotropico derivado del la linea celular glial.
HIR: Receptor de insulina humana.

THQ: Inmunohistoquimica.

IMT: Tumor miofibroblastico inflamatorio.

IRS-1: Substrato del receptor de insulina.

ITAC: “Intestinal type adenocarcinoma”. Adenocarcinoma de
tipo intestinal.

ITQ: Inhibidores de la tirosin quinasa

KRAS: “Kristen rat sarcoma”.

140



Anexos

LKT: Tirosin quinasa del leucocito.

MEN: Neoplasia endocrina multiple.

MK: Midkina.

MLPA: “Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification”.
Amplificaciéon maultiple de sondas dependiente de ligacion.
NSCLC: “Non small cell lung carcinoma”. Cancer de pulmén de
célula no pequena.

PDGFR: Receptor del factor de crecimiento derivado de
plaquetas.

PET: “Positron emission tomography”. Tomografia con emision
de positrones.

PTC: Carcinoma papilar de tiroides.

PTN: Pleiotropina.

RET: "Rearranged during Transfection"

RM: Resonancia magnética.

ROS: “v-ros avian UR2 sarcoma virus oncogene homolog”

RT-PCR: Reaccion de la cadena de polimerasa con transcriptasa
reversa.

RTQ: Receptores tirosin quinasa.

SNG: Secuenciacion de nueva generacion.

TC: Tomografia computarizada.

TMA: “tissue microarays”.

TIMP2: “Metallopeptidase inhibitor 2”

UICC: “Union for international cancer control”. Union
internacional para el control del cancer.

VEGFR: Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular.
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8.3 Articulo

Acta Otorrinolaringol Esp. 2017;68(1):9-14
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PALABRAS CLAVE Resumen

Adenocarcinoma Introduccién: Las translocaciones de la region cromosdémica 2p23 causan la sobreexpresion del
nasosinusal; gen de la quinasa del linfoma anaplasico (ALK), un receptor tirosinquinasa involucrado en rutas
FISH; de sefializacion celular que regulan la proliferacién. Dicha alteracion se identifica en el 5% de
ALK; los adenocarcinomas de pulmon, representando una diana terapéutica en dicho subgrupo
Carcinoma de tumores. Debido a que los adenocarcinomas nasosinusales (ACNS) tienen una histologia
nasosinusal similar a los adenocarcinomas de pulmén, el objetivo de este estudio fue evaluar si existen

alteraciones en el gen ALK en los ACNS.

Método: La presencia de translocaciones del gen ALK se analizd en 96 muestras de ACNS
mediante fluorescence in situ hybridization usando unas sondas «break apart». Ademas se
estudié la expresion proteica de ALK por inmunohistoguimica.

Resultados: En ninguno de los casos se observo la presencia de translocaciones de ALK. Ademas,
no se detect6 expresion proteica en ninguno de los casos.

Conclusiones: Los resultados obtenidos sugieren que ALK no desempefa un papel relevante en
la oncogénesis de los ACNS.

© 2016 Elsevier Espana, S.L.U. y Sociedad Espaniola de Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza
y Cuello. Todos los derechos reservados.
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Absence of chromosomal translocations and protein expression of ALK in sinonasal

Introduction: Chromosomal translocations at 2p23 cause overexpression of anaplastic lymp-
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homa kinase (ALK), a receptor tyrosine kinase involved in signalling pathways that regulate cell
proliferation. This translocation occurs in 5% of lung adenocarcinoma and has been demons-
trated to be useful as a therapeutic target for crizotinib. sinonasal adenocarcinomas (SNAC)
are histologically similar to lung adenocarcinomas; the aim of this study was to evaluate the
presence of ALK alterations in SNAC.

Method: Break-apart fluorescent in-situ hybridization was used to analyse the presence of
ALK translocations in 96 tumour samples. In addition, ALK protein expression was studied by
immunohistochemistry.

Results: The samples of SNAC did not show ALK translocation. Moreover, ALK protein expression

was absent in all cases.

Conclusions: These results suggest that ALK is not involved in SNAC.
© 2016 Elsevier Espaiia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Otorrinolaringologia y Cirugia de
Cabeza y Cuello. All rights reserved.

Introduccién

Los adenocarcinomas nasosinusales (ACNS) de tipo intesti-
nal representan aproximadamente el 25-50% de los tumores
nasosinusales, siendo la exposicion al polvo de la madera el
factor de riesgo predominante’.

A pesar de los avances en la cirugia y la radioterapia,
la supervivencia de los pacientes es baja, debido a la ele-
vada frecuencia de recidivas a nivel local’. Los ACNS no
r den bien a la qu apia clasica por lo que parece
necesario intentar desarrollar nuevos agentes terapéuticos
que mejoren el control local y la supervivencia.

Debido a la similitud histolégica con los adenocarcinomas
de pulman, un tipo de cancer en el que en los Ultimos afios
se ha avanzado mucho en cuanto al diagnéstico molecular
y nuevas terapias biolégicas’, es posible que los hallaz-
gos obtenidos en estos tumores fueran aplicables también
a los ACNS. Recientemente se han encontrado alteracio-
nes del gen anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase
(ALK) en el cancer de pulmon de célula no pequeda y, en
concreto, en su variante mas comun, el adenocarcinoma®.
El gen ALK da lugar a una proteina con actividad tirosin-
quinasa que promueve la supervivencia celular e inhibe la
apoptosis®.

Las translocaciones cromosomicas de la region 2p23,
donde se localiza ALK, hacen que este se pueda fusio-
nar con otros genes, dando lugar a la expresion de
una proteina quimérica que conlleve la expresion cons-
titutiva de ALK, estimulando asi la proliferacion celular.
Se han descrito varias posibles translocaciones con ALK,
incluyendo ALK/EML4, ALK/RANBP2, ALK/ATIC, ALK/TFG,
ALK/NPM1, ALK/SQSTM1, ALK/KIF58B, ALK/CLTC, ALK/TPM4
y ALK/MSN®.

Entre el 2 y el 7% de los adenocarcinomas de pulmén
pueden presentar la fusién entre el gen ALK y el gen equi-
noderm microtubulee-associated protein-like (EML4)’. En la
mayoria de estos tumores no se detectan mutaciones en los
genes EGFR epidermal grow factor receptor (EGFR) y kirsten

rat sarcoma, y se detectan mayoritariamente en pacientes
jovenes y no fumadores®.

Aparte de las translocaciones, se han encontrado muta-
ciones y amplificaciones del gen ALK en varios tipos
de cancer, tales como el linfoma anaplasico de célu-
las grandes, el neuroblastoma y el tumor miofibroblastico
inflamatorio® '°, En relacion al cancer de cabeza y cuello
son pocos los trabajos que demuestran la implicacion de
ALKy solo se ha estudiado en algunos tipos de tumores poco
frecuentes como el pseudotumor inflamatorio de cabeza y
cuello y el rabdomiosarcoma''-'2,

La relevancia de la presencia de alteraciones en ALK
viene dada por su capacidad para ser diana terapéutica. El
crizotinib es un inhibidor de la tirosinquinasa, codificada por
este gen, recientemente aprobado para el tratamiento del
céncer de pulmén'’.

El objetivo de este estudio fue analizar la presencia de
translocaciones en el gen ALK, asi como evaluar su expresion
proteica en una serie de 96 ACNS, para valorar la posible
aplicacion del inhibidor crizotinib en el tratamiento de los
ACNS.

Material y método
Pacientes

Se estudiaron las muestras de un total de 96 pacientes con
ACNS tratados en nuestro servicio entre 1990 y 2008. Se
obtuvo el consentimiento informado de todos los pacientes,
siendo aprobado el estudio por el comité ético del hospital.

Todos los pacientes fueron intervenidos quirirgicamente
y en todos los casos los bordes quirtrgicos estuvieron libres
de enfermedad. Los criterios de inclusién para la composi-
cibn de la muestra fueron los siguientes: 1) no haber recibido
radio- o quimioterapia preoperatoria antes de obtener
las muestras tisulares; 2) tener un historial clinico com-
pleto asi como un estudio histopatolégico que confirme el
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diagnostico de ACNS y 3) disponer de material tisular sufi-
ciente para realizar estudios genéticos o de expresion.

La serie estuvo formada por 94 varones y 2 mujeres con
una media de edad de 66 anos (rango 48-92). En 84 pacientes
(88%) se objetivé como antecedente la exposicién al polvo
de madera y 30 pacientes (31%) eran fumadores. En relacion
con el estadio tumoral T', 24 pacientes tenian un tumor T1
(25%), 6 T2 (6%), 38 T3 (40%) y 28 T4 (29%). En relacion con
la histologia'® 6 ACNS eran de tipo papilar (6%); 56 de tipo
coldnico (58%); 9 de tipo sélido (10%) y 25 de tipo mucinoso
(26%).

Después de la cirugia, 61 pacientes recibieron trata-
miento complementario con radioterapia (64%).

El seguimiento medio de los pacientes fue de 61 meses (1
a264 meses). Durante el mismo, 48 casos (50%) desarrollaron
una recidiva locorregional y 16 casos (17%) una metastasis
a distancia. El tiempo medio libre de enfermedad fue de
9 meses (rango entre 0 y 96 meses). La supervivencia global
a 5 anos fue del 44%.

Muestras

Se emplearon muestras de tejido tumoral fijadas en formol
y embebidas en parafina. Las muestras tumorales fueron
recogidas en bloques tissue microarray (TMA) incluyendo
3 cilindros de 1mm de didmetro del area tumoral mas
representativa en cada caso. Se realizan 4 bloques TMA

de 2 x2,5cm. En total fueron 72 cilindros tumorales mas
6 cilindros de mucosa normal en cada bloque'®.

Hibridacién fluorescente in situ

Para la realizacion de la hibridacion fluorescente in situ
(FISH) utilizamos la sonda LSI ALK Dual Color, Break Apart
Rearrangement Probe (Vysis, Abbott Cientifica SA, Madrid,
Espaiia). Esta sonda esta diseiiada para detectar una rotura
cromosomica en 2p23 donde se localiza el gen ALK. Una
rotura puede indicar la inversion en el cromosoma 2 (fusion
ALK/EML4), pero también otras posibles translocaciones
involucrando ALK, como por ejemplo con NPM en el cro-
mosoma 5. Las roturas en cromosoma 2p23 se detecta por
la separacion de las sefales rojo y verde.

Los cortes de 4 um de los TMA se desparafinaron mediante
inmersion en xylol a temperatura ambiente durante 10 miny
dos lavados posteriores de 5 min en etanol al 100%. A conti-
nuacion las preparaciones se incubaron en 0,2 N HCl durante
20 min a temperatura ambiente y después en NaSCN al 8%
a 80°C durante 30 min, seguido por un lavado con 2xSSC
durante 3 min a temperatura ambiente. A continuacion se
hizo una digestion en pepsina 10% a 37°C durante 10 min.
Se lavaron en 2 xSSC durante 5 min, se deshidrataron en una
serie de etanol a temperatura ambiente durante 3 min cada
vezy, finalmente, se dejaron secar al aire. Se colocaron 10 ul
de la sonda FISH sobre los portas y se desnaturalizaron sobre
una placa térmica a 75°C durante 10 min. La hibridacién
tenia lugar en una camara himeda dentro de una estufa a
37°C durante 16 h. Se lavaron los portas una vez en 70% for-
mamida/2XSSC a 56 °C y después dos veces en 2x55C, cada
uno durante 2 min. Finalmente se lavaron las preparaciones
en agua destilada, se dejaron secar a oscuras y se tefian

con DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol, 350ng/mL) disuelto en
AntiFade (Vectashield, Vector Laboratories).

Las preparaciones fueron evaluadas en un microscopio
de fluorescencia Olympus BX-61 con filtros para DAPI, Spec-
trumGreen (verde) y SpectrumOrange (rojo).

Consideramos una muestra positiva, si més de 25 células o
mas del 50% de células, del total de la muestra, son ALK-FISH
positivas.

Las células son ALK-FISH positivas cuando una sefal verde
y una roja tienen por lo menos una distancia de 2 didmetros
de la sefal mas grande, sea esta roja o verde. La separacion
de las sondas de diferente color indica fusion por inversion.
También se considera ALK-FISH positivo cuando hay solo una
sefial roja sin su correspondiente sefal verde, lo que indica
fusion del gen por inversion y delecion. Hay que tener en
cuenta que una senal verde sin su correspondiente sefal
roja es indicativa de ALK-FISH negativo, por lo que la
senal roja es la que localiza el dominio tirosinquinasa.

Una muestra se considera negativa, si menos de 5 célu-
las 0 menos del 10% de células, del total de la muestra, son
positivas. La muestra se considera no valorable cuando hay
entre 5y 25 células positivas por cada muestra, en este caso
un segundo lector podria estudiar la muestra y si el prome-
dio de los dos lectores es de 15% o mas de células positivas
indicaria ALK-FISH positivo'”.

Inmunohistoquimica

La expresion proteica de ALK fue analizada por inmuno-
histoquimica sobre cortes de 3 um de los TMA. Aplicamos
una solucion recuperadora de antigenos pH bajo segin las
instrucciones de la casa comercial (DAKO Cytomation, Glos-
trup, Dinamarca). El anticuerpo primario fue monoclonal
humano anti-CD246, ALK Protein, clon ALK1 (DAKO Cyto-
mation, Glostrup, Dinamarca) prediluido y el tiempo de
incubacion fue de 30 min. Utilizamos el DAKO Inmunoteiiidor
Autostainer Plus (DAKO Cytomation, Glostrup, Dinamarca) y
la inmunodeteccion fue realizada con el sistema EnVision
Plus «anti-mouse» empleando como sustrato el cromogeno
diaminobenzidina. Como control positivo usamos un linfoma
de células anaplasicas grandes con translocacion t (2;5).
Como positividad fue interpretado cuando observamos tin-
cion de membrana citoplasmatica con o sin tincion del
citoplasma.

Resultados

El estudio mediante FISH no fue valorable en 36 de los 96
casos del estudio debido a la falta de suficiente representa-
cion tumoral en la muestra y por un elevado nivel de sefial
de fondo (fig. 1). En los 60 casos restantes analizados no
se observo en ningun caso la presencia de una separacion
(«break apart») de las dos sefales y solo se han visto pare-
jas de senales rojo y verde (fig. 2A). El nimero de senales por
nlcleo (siempre parejas rojo y verde) observadas fue 1-2 en
50 casos. En 10 casos mostraron 2-3 o mas senales, indicando
ganancias de este segmento de cromosoma 2 (fig. 2B), inclu-
yendo un caso mostrando nucleos con 5-6 sefales (fig. 2C).

El estudio de la expresion proteica de ALK dio resultados
analizables en 86 de los 96 casos, pero en ningun caso se
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Figura1 Dos muestras que presentan sefales FISH con mucho fondo, haciendo una evaluacion de las senales «break apart» poco
fiable.

objetivo positividad, mientras la muestra control mostré una
fuerte positividad en la membrana (fig. 3).

Discusion

En los Gltimos afos han surgido muchas expectativas en
referencia a la genética molecular y a las terapias bio-
logicas dirigidas, especialmente con los inhibidores de las
tirosinquinasas'*. En los adenocarcinomas de colon, mama
y especialmente de pulmén, se han descrito dianas mole-
culares en relacion con alteraciones en proteinas con
actividad tirosinquinasa como EGFR, ALK, human epidermal
growth receptor-2 factor o cMET (hepatocyte growth factor
receptor)®, lo cual ha permitido el desarrollo y aplicacion
de terapias bioldgicas.

Estas alteraciones moleculares pueden ser mutaciones,
amplificaciones génicas y translocaciones cromosomicas,

conllevando en la mayor parte de los casos la sobre-
expresion de la proteina y la activacion de la ruta de
sefalizacion.

Por su similitud histologica con los adenocarcinomas de
colon y de pulmoén'® se ha intentado identificar las alte-
raciones observadas en estos tumores, mas frecuentes, en
los ACNS. En particular, se han hecho estudios dirigidos a
buscar alteraciones en los genes EGFR, FGFR1 y cMET. La
amplificacion génica y la sobreexpresion proteica de EGFR
ocurre en un 40% y 20-32% de los ACNS respectivamente,
sin observarse mutaciones'®-". La sobreexpresion de human
epidermal growth receptor-2 factor ha sido descrita en solo
un 8% de los ACNS?'. Projetti et al.??, detectaron mediante
FISH amplificaciones de FGFR1 en tumores nasosinusales,
pero solo en los carcinomas epidermoides y no en los ACNS.
No se han encontrado amplificaciones del gen cMET, pero si
ganancias en el 52% y sobreexpresion proteica en el 64% de
los ACNS™.

Figura 2
un resultado FISH en que se observan 2-3 parejas de sefales rojo y verde adyacentes. C) Ejemplo de un resultado FISH en que se
observan 3-6 parejas de sefales rojo y verde adyacentes. El color de esta figura solo puede apreciarse en la version electronica del
articulo.

A) Ejemplo de un resultado FISH en que se observan 1-2 parejas de sefiales rojo y verde adyacentes. B) Ejemplo de
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Figura 3  Tincion inmunohistoquimica. A) Positividad de ALK
en lamembrana citoplasmatica en el control positivo, una mues-

tra de linfoma de células anaplasicas gr con't ién
1(2;5). B) Ausencia de ALK en una muestra tumoral de ACNS de
tipo colonico. C) Ausencia de ALK en una muestra tumoral de

ACNS de tipo mucineso.

Hasta el momento no existen estudios sobre el papel
de ALK en los ACNS. Este estudio fue dirigido a la iden-
tificacion de la translocacidn ALK/EML4 o de la expresion
de la proteina, con vista a una posible aplicacién de nue-
vas terapias biologicas para los ACNS. La deteccion de la

translocacién debe ser realizada por FISH de acuerdo a
la técnica validada™. Es importante sefalar que para la
interpretacion del FISH, se debe tener una experiencia
contrastada, ya que su analisis puede servir como un mar-
cador de respuesta terapéutica. Las sondas «break-aparts
empleadas en este estudio tienen la ventaja de poder indi-
car diferentes translocaciones involucrando un solo gen, en
nuestro caso el gen ALK, pero la evaluacion de las senales es
més dificil. Al contrario, las sondas «fusién» producen una
conjuncién de las sefiales verde y roja facil de detectar, pero
solo pueden identificar una translocacion particular.

EL crizotinib es un inhibidor de ALK y de cMET™". Su
mecanismo de accion consiste en ser un inhibidor de la tiro-
sinquinasa. Su uso esta aprobado en los adenocarcinomas
pulmonares, en los que si bien la fusion de ALK/EML4 ocurre
solo en el 2-7% tumores, crizotinib produce control del la
enfermedad en aproximadamente el 90% de los pacientes y
la supervivencia libre de progresion a los 6 meses es de mas
del 70%".

Desafortunad e, enelp dio no se ha
hallado la translocacion ALK/EML4 en ninguno de los 60
casos analizables. En consistencia con este hallazgo no se
objetivo sobreexpresion de ALK en ninguno de los 86 casos.
Ademés, las ganancias en el nimero de copias de la regién
cromosomica 2p23 en 10 casos, observado como 3 o mas
senales FISH por nicleo, tampoco fueron acompaiiadas por
una sobreexpresion de la proteina de ALK.

Conclusiones

En conclusion los resultados observados sugieren que el gen
ALK no parece jugar un papel relevante en la oncogénesis de

los ACNS y, por tanto, no apoyan el uso del crizotinib como
arma terapéutica.
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