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SUMMARY

Endometrial carcinoma (EC) is one of the most frequent gynecological cancers in women.
Although the molecular pathogenesis of the disease remains poorly understood. Different models suggest
that the transition from normal endometrium to carcinoma is due to accumulation of alterations in many
genes, defects in DNA repair system and epigenetic processes. Some of the most frequently mutated
genes in EC are PTEN, PIK3CA, KRAS and BRAF, B-catenin, p53, pl6 and E-Cadherin; all of which
affect different signaling transduction pathways related to cell growth, differentiation, apoptosis, cell
cycle progression, cell adhesion, etc. We analyzed these genes by PCR, conformation sensitive gel
electrophoresis (CSGE) and automatic sequencing of the full coding region and the exon-intron
boundaries in DNA obtained from 42 tumors of EC patients and in peripheral blood of 11 patients.

We identified mutations in PTEN in 57,1% of the cases, PIK3CA in 19%, KRAS in 14,3%,
CTNNBI in 19%, p53 in 23,8%, CDHI in 4,8% and p16 in 2,4%. We also analysed the nature of certain
mutations of PTEN, PIK3CA and p53 by cloning, endonuclease digestion, real time quantitative
comparative PCR and Western blot in order to test allelic pertenence of mutations, LOH and protein
expression.

DNA mismatch repair system (MMR) defects results in an accumulation of mutations throughout
the genome that can both alter normal function of proteins and trigger tumorigenesis in tissues. In order to
examine the MMR system in EC, we evaluated microsatellite instability (MSI) of the tumors with &
marker sequences (BAT25, BAT26, BAT40, MYCL1, PAX6, D2S123, D5S246 and D17S250). We also
tested the MMR system by analyzing hMLH1 and hMSH2 genes, searching for genetic mutations and
gross alterations in the sequence, and studying the methylation pattern of the promoter region of hMLHI.
The methods used in these experiments, were PCR, CSGE, automatic sequencing, MS-MLPA, MLPA
and real time quantitative comparative PCR.

Microsatellite instability was evident in 63,6% of the cases, mutations in hMLHI1 gene in 4,8%,
mutations in hMSH2 gene in 2,4% and gross alterations in both genes (one amplification and one deletion
of the entire hMLH1 gene and one amplification and one three-exon amplification in hMSH2 gene) in
9,5% of the cases. The hMLH1 gene promoter was methylated in 38,1% of cases, hAMSH2 in 21,4% of
cases and hMSH6 in 26,2% of cases.

Finally, we studied histone deacetylases that are involved in post-transcriptional modification of
nucleosomal histones and influence gene transcription regulation and protein expression. The expression
of class I of HDAC (HDACI1, HDAC2 and HDACS3 proteins) is heterogeneous in EC. In order to find
alterations in the histone deacetylase system in EC, we analyzed the truncating mutations in exon 1 of
HDAC?2 gene and the expression of HDAC1, HDAC2 and HDACS3 proteins by Western blot.

Truncating mutations in exon 1 of HDAC2 gene were identified in 14,3% of the cases. The
expression patterns of HDAC showed normal or high expression of three proteins in 60,5% of the cases,
no expression of HDACI and HDAC3 in 13,2%, no expression of HDAC2 and HDAC3 in 7,9%, no
expression of HDAC1 and HDAC?2 in 5,2%, no expression of HDACI in 2,6% and no expression of the
three proteins in 7,9%.

These results confirm the possibility of discrimination of EC by their genetic profile. We have also
characterized novel mutations in PTEN and PIK3CA genes, rejecting the existence of recurrent
mutations. The presence of mutations in both genes in the same tumors and a truncating mutation in
PIK3CA that losses protein function suggest that these genes may act by different pathways in tumoral
development.

Finally, genetic alterations of DNA repair genes are associated with EC. We have observed that
PTEN mutations are related to promoter hypermethylation of DNA repair genes and not to MSI.
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ABREVIATURAS

e ABD: Dominio adaptador de unién.

¢ AFX, FKHR, FKHRLI1: factores Forkhead.

*« AIP1, NOXA, PUMA: Genes proapoptoticos.

¢ Akt/ PKB: Proteina kinasa B.

e AMPS: Persulfato de amonio.

¢ APC: Gen “adenomatous polypous coli”.

e API: Aprotinina, epstatina, leupeptina.

e ASKI1: Kinasa reguladora de la sefial apoptotica 1.
e ATP: Adenosin trifosfato.

e BAD: Proteina que promueve la apoptosis.

* BAIl, GD-AIiF: Genes angiogénicos.

¢ BAX, BAK: Factores proapoptdticos.

¢ Becl-2, Bel-X, mcl-1: Genes antiapoptoticos.

e BER: Reparacion por escision de bases.

e bp: Pares de bases.

¢ BRAF: Gen de la protreina B-raf.

¢ BRCATI: Gen de susceptibilidad al cancer de mama.

e BSA: “Bovine Serum Albumin”, Seroalbimina bovina.

¢ C2: Dominio proteico de uniéon a membranas.

¢ CDHI1: Gen de E-Cadherina.

¢ CDK: Kinasas dependientes de ciclinas.

¢ CDKN2A: “Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A”, gen de p16.
e cDNA: DNA complementaro.

¢ CIAA: Cloroformo y alcohol isoamilico.

e c-IAP-1, c-IAP-2: Genes de supervivencia celular.

e CGH: Hibridacion gendémica comparativa.

¢ CGSE: Electroforesis en gel sensible a la conformacion.

¢ CK2: Caseina kinasa 2.

¢ c-myc: Oncogén de un factor de transcripcion.

¢ CpG: Dinucleoéidos CGs.

e Ct: Ciclo umbral.

e CTNNBI: Gen de B-catenina.

e DBS: Reparacion de lesiones por rotura de doble cadena.
* ddH,O: Agua bidestilada.

*  DMSO: Dimetil sulféxido.

*  DNA: Acido desoxiribonucléico.

e« DNMTI1, DNMT3A, DNMT3B: Metiltransferasas.
¢ dNTPs: Desoxinucledtidos trifosfato.

¢ EC: Carcinoma endometrial.

« EDTA: Acido etilendiamino tetraacético.

e EIN: Neoplasias intraepiteliares de endometrio.

e eNOS: Nitrdgeno sintasa endotelial.

* ESE: “Exon splicing enhancers”, sitios exonicos de potenciacion del procesamiento.
¢ ER: Receptores de estrogenos.

e EXOI/HEXI, FENI1: Exonucleasas.

¢ Fas-1, IGFBP1, Bim: Genes relacionados con el crecimiento y la apoptosis.
¢ FIGO: Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia.

e g: Unidad de velocidad angular.

*  GADDA4S5: Factor inducible de parada del crecimiento y dafio a DNA.

¢ GAP: Dominio de union a ras.
¢ GDP: Guanosil difosfato.
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GEF: Factor intercambiador de nucleotides de guanina.

GTP: Guanosil trifosfato.

GTPasas: Guanosina trifosfatasa.

GSK-3p: Glucogeno Sintasa Kinasa 3p.

H2A, H2B, H3, H4: Proteinas histonas.

HAT: Acetiltransferasas de histonas.

HDAC: Acetilasas de histonas.

HDACIT: Inhibidor de HDAC.

HER2/neu: Receptor de crecimiento epidermal humano 2, también conocido como ErbB-2.
hMLH1: Gen homologo a MutL 1 humano.

hMLH3: Gen homologo a MutL 3 humano.

HMT: Metiltransferasas de histonas.

hMSH2: Gen homélogo a MutS 2 humano.

hMSH6: Gen homélogo a MutS 6 humano.

HNPCC: Cancer colorrectal hereditario no polipdsico.

hPMS1: Proteina de segregacion post-meiotica 1 humana.

hPMS2: Proteina de segregacion post-meiotica 2 humana.

HRP: Peroxidasa de rabano.

I-kB: Inhibidor de NF-kB.

INK4: Inhibidores de CDKs.

IPTG: Inositolfosfato tiogalactdsido.

Kb: Kilobases (1000 bp).

KDa: Kilodalton.

KRAS: Oncogen de la familia de ras.

Lef : Factor activador linfoide.

LOH: Pérdidad de heterocigosidad.

MAP: (MEK-ERK-MAP) “Mitogen activated proteins”, proteinas activadoras mitogénicas.
MDM2: proteina reguladora de p53.

miRNA: Micro RNA.

MLPA: “Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification”, PCR multiplex dependiente de
ligacion.

MMP-7: Metaloproteinasa 7.

MMR: Reparacion de emparejamientos erroneos.

mRNA: RNA mensajero.

mTOR: “Mamalian target of Rapamicine”, diana de rapamicina en mamiferos.
MSI: Inestabilidad de microsatélites.

mSin3A, NRD, CoREST: Factores activadores que forman parte de los complejos HDAC.
MS-MLPA: “Methylation Specific-Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification”, PCR
multiplex especifica de metilacion dependiente de ligacion.

MSS: Estabilidad de microsatélites.

MutS, MutL, MutH: Complejos enzimaticos de reparacion de DNA en procariotas.
MUTSa: Complejo formado por htMSH2 y hMSH6.

MUTSR: Complejo formado por htMSH2 y hMSH3.

NAD-+: Nicotin adenina dinucleotido.

N-CoR, SMRT: Factores represores que forman parte de los complejos HDAC.
NER: Reparacion por escision de nucleotidos.

NES: Secuencia de exportacion nuclear.

NF-kB: Factor nuclear KB.

NFR: Regiones libres de nucleosomas.

NLS: Secuencia de localizacion nuclear.

NP40: Detergente tensioactivo.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PARP: Poli ADP-ribosapolimerasas.

PBS: Tampon fosfato salino.

pCAF: Factor asociado a p300.

PCNA: Antigeno nuclear de proliferacion celular.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
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e PDZ: Dominio de sefializacion de proteinas.

e PH: Dominio homoélogos a plecstrina.

e PHTS: Sindrome “PTEN Hamartoma Tumor”.

* PI3K: Fosfatidilinositol-3-fosfato kinasa.

e PIK3CA: Oncogén de la subunidad catalitica de PI3K (p110a).

¢ PIK3CB: Gen de la subunidad catalitica PI3K (p110p).

¢ PIK3CD: Gen de la subunidad catalitica PI3K (p1103).

e PIP2: Fosfatidilinositol-3,4-bifosfato.

¢ PIP3: Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato.

¢ PKB: Proteina Kinasa B.

e PTEN: Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10, también llamado MMACI
o TEPI.

e PR: Receptores de progesterona.

*  pRB: Proteina retinoblastoma.

e Rad51: Proteina para la recombinaciéon homologa de cromosomas.

e raf-1, A-raf, B-raf , C-raf: Familia de los genes raf.

¢ RBD: Dominio de union a ras.

¢ Rho: Proteina GTPasa de la familia de ras.

e RIPA: Tampon de lisis celular y solubilizacion de proteinas.

¢ RFC: Factor de replicacion C.

+  RNA: Acido ribonucléico.

e r.p.m.: Revoluciones por minuto.

*  SAPK: Proteinas kinasas activadoras de estrés.

e SDS: Dodecil Sulfato Sédico.

*  SDS-PAGE: Electroforésis de geles de poliacrilamida y dodecil sulfato sédico.

e SH2/SH3: Dominio homdélogo a Src 2 y 3.

e SIN3: Proteina con hélices anfipaticas emparejadas, regulador de la transcripcion.

¢ SNP: Polimorfismo de un tinico nucleotido.

¢ SIRT: Proteinas sirtius.

e TBE: Tampon tris, borato, EDTA.

e TBS-T: Tampon Tris salino-Tweed.

e Tef: Factor de células T.

e TEMED: N, N, N, N’ Tetrametilendiamina.

e Tm: Temperatura de fusion.

e TP53: Gen de p53.

e UV: Ultra violeta.

¢ VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular.

e  Wnt: Ruta de sanalizacion intracellular Wingless-Int.

¢ X-Gal: X galactosa.
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El utero es el lugar donde se produce la gestacion durante el embarazo y por ello esta sujeto a gran
cantidad de cambios hormonales y modificaciones estructurales que varian ciclicamente. Este 6rgano se
divide en tres partes: fondo, que es el extremo superior redondeado desde el cual se extienden las trompas
de Falopio; cuerpo que es la region expandida donde ocurre la implantacion del embrion; y cuello que es
la porcidn cilindrica inferior donde se encuentra la abertura (figura 1). Dentro de esta organizacion, el
cuerpo es la region que presenta mayor complejidad estructural; estd constituida por tres capas: una capa
mucosa o endometrio, colocada en la parte mas interna del utero, una capa muscular y una capa serosa
externa. De todas estas capas, es en el endometrio en la que se desarrollan la mayoria de los tumores del
tracto genital femenino. La patogénesis molecular del carcinoma endometrial todavia no esta
completamente comprendida debido a la gran variedad de tipos histologicos y a los multiples y
heterogéneos factores de riesgo, ambientales y genéticos, que la desencadenan.

Fondo

Trompasde Utero Utero

Falopio

Figura 1, Cortes transversal y longitudinal del aparto reproductor femenino donde se observa la anatomia del ttero.

EPIDEMIOLOGIA DEL CARCINOMA ENDOMETRIAL

El carcinoma endometrial se encuentra entre los tres canceres mas comunes en mujeres en la
mayoria de los paises industrializados, con una incidencia de aparicion de 15 a 20 casos por cada 100.000
mujeres al afio'. El pico de incidencia de la enfermedad se encuentra en mujeres entre 50 y 70 afios,
diagnosticandose el 75% de los casos en mujeres post-menopausicas. Otra de las caracteristicas
epidemioldgicas de este tipo de tumores es su buen prondstico ya que se diagnostica generalmente en
etapas precoces (80% en estadio I). En estadios mas avanzados de la enfermedad las posibilidades de
supervivencia empeoran progresivamente, siendo responsable del 3% de las muertes por cancer en el
mundo. E1 95% de todos los casos son esporadicos, mientras que el 5% de las pacientes diagnosticadas de
esta enfermedad a edad temprana tiene una historia familiar de cancer, es decir, son de origen
hereditario®.

CLASIFICACION CLINICOPATOLOGICA Y MOLECULAR
DEL CARCINOMA ENDOMETRIAL

El carcinoma endometrial de origen esporadico se ha clasificado en dos grupos en base a sus
caracteristicas clinico-patologicas’ (tabla 1). Los tumores de tipo I o endometrioides, que constituyen la
mayoria de los casos de carcinoma endometrial esporadico (aproximadamente el 80%), son de grado bajo,
dependientes de estrogeno y suelen tener buen prondstico. Generalmente se desarrollan en mujeres pre y
post-menopausicas y coexisten o son precedidos por hiperplasias complejas atipicas o hiperplasias
endometriales. La aparicion de estos carcinomas se asocia con obesidad, hiperlipemia, anovulacion,
infertilidad y menopausia tardia. Por el contrario, los tumores de tipo II son carcinomas no
endometrioides, principalmente papilares, serosos y carcinomas de células claras, que aparecen
mayoritariamente en mujeres de edad avanzada. Estos ltimos son tumores agresivos y no relacionados
con estimulacion estrogénica, en los que aparecen ocasionalmente polipos endoteliales o atrofia
endometrial como lesiones precancerosas. Los tumores de tipo I estan asociados con inestabilidad de
microsatélites (MSI) y alteraciones en la maquinaria de emparejamientos erroneos de DNA (MMR)***,
asi como con mutaciones en los genes PTEN"*% KRAS'®'128 'y B-catenina'*'*'°. Los tumores de tipo
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Il presentan mutaciones en p53'>'"'%, pérdidas de heterocigosidad (LOH) en varios cromosomas'’ 'y

otras alteraciones moleculares en p16%, E-Cadherina®** y HER2/neu®. El desarrollo de los tumores
endometriales se han explicado con modelos de progresion tumoral, postulados primeramente para el
cancer colorrectal por Volgestein (1988)%, en los que el tejido endometrial sano se transforma en
carcinoma endometrial debido a acumulacion de alteraciones moleculares. Esta hipotesis se sustenta en
varias caracteristicas de los carcinomas endometriales, como son:

& Varias de las alteraciones genéticas que aparecen en los tumores endometriales se encuentran
también en las hiperplasias atipicas, que son las lesiones precursoras inmediatas.

& Se encuentran un mayor nimero de alteraciones genéticas en los tumores bien diferenciados en
comparacion con las lesiones precursoras inmediatas de los carcinomas endometriales.

@ El nimero de alteraciones genéticas aumenta con el aumento del grado histolégico del tumor.

@ En los tumores se encuentran un nimero cada vez mayor de aberraciones cromosémicas en
comparacion con la hiperplasia atipica.

Tabla 1, Clasificacion del carcinoma endometrial en base a sus caracteristicas clinico-patolégicas y moleculares.

Pardmetros TIPO I TIPO I1

Incidencia 80% <=20%

Edad Pre-postmenopausicas >60 afios

Histologia Endometroide Serosas, claras, no endometrioide
Diferenciacion celular Bajo grado Alto grado

Lesion precursora Hiperplasica Atrofica

Estimulacién estrogénica Relacionado No relacionado

Comportamiento clinico No agresiva Agresiva

Alteraciones genéticas MSI, PTEN, KRAS, B-catenina p53, LOH, p16, E-Cadheria, HER2/neu

Por otro lado, una pequefia minoria de carcinomas endometriales no muestra una separacion
tan clara para las caracteristicas clinico-patoldgiacas y moleculares lo que parece indicar que ciertos
tumores de tipo II podrian originarse a partir de tumores endometrioides (tipo I) preexistentes y por
tanto, compartir caracteristicas de ambas clases™.

CLASIFICACION  HISTOLOGICA DEL CARCINOMA
ENDOMETRIAL

La clasificacion y el estadiaje de los carcinomas endometriales se realiza mediante los criterios y
recomendaciones establecidos por la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) y los
criterios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 20007 (tabla 2).

Estos organismos establecen una clasificacion en base al grado de diferenciacion tumoral, siendo:
Grado 1: cuando el 5% o menos de las células tienen un crecimiento s6lido no escamoso.

Grado 2: cuando entre el 6 al 50% de las células tienen un crecimiento s6lido no escamoso.
Grado 3: cuando mas del 50% de las células tienen un crecimiento sélido no escamoso.

Tabla 2, Clasificacion de los carcinomas de endometrio por la OMS.
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Carcinoma endometrioide
Variante con diferenciacion escamosa
Variante papilar o villoglandular
Variante secretora
Variante ciliada
Carcinoma mucinoso
Adenocarcinoma microglandular
Carcinoma Seroso
Carcinoma de células claras
Adenocarcinoma mixto
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma de células transicionales
Carcinoma de células pequefias
Carcinoma no diferenciado
Sarcoma
Carcinosarcoma
Leiomiosarcoma
Sarcoma del estroma

Aunque los tumores no endometrioides son de alto grado por definicidbn y no necesitan ser
clasificados, el grado como parametro diagnostico cobra especial importancia en los tumores
endometrioides ya que su clasificacion varia desde diferenciados a casi no diferenciados™.

El carcinoma endometrioide es un tumor por lo general de tipo I. Representa el 90% de todos los
tumores epiteliales de endometrio y el 80% de todos los uterinos. Las glandulas forman ramas en las que
casi no interviene el estroma. Los distintos grados vienen determinados por la proporcion de lesiones que
forman las glandulas y por su morfologia nuclear. Suele tener buen prondstico®® (figura 2).

Figura 2, Carcinoma endometrial endometrioide, tincién hematoxilina-eosina.

La variante con diferenciacion escamosa muestra areas con discreta diferenciacion o epitelio
escamoso en el 25 a 50% de los casos. Este evento resulta atipico y no parece tener importancia en el
. ’ . . . r . 2
comportamiento del tumor, aunque podria indicar un mejor prondstico’.

La variante papilar o villoglandular tiene por lo general caracteristicas bien diferenciadas en el
epitelio endometrial de los fondos papilares. Estos tumores no son peores que los de grado 2 y muestran
un comportamiento similar a los carcinomas endometrioides®.

La variante secretora tiene una diferenciacion celular de moderada a buena y se asemeja a etapas
tempranas o medias de la fase secretora del ciclo menstrual. Sus células manifiestan prominentes vacuolas
supra y subnucleares que contienen glucogeno® "y nucleos pequefios e hipercromaticos, caracteristica
por la que se diferencia del carcinoma de células claras.
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La variante ciliada es aquella en la que la mayoria de sus células son ciliadas, dando la apariencia
del epitelio de las trompas de Falopio. Las diferencias citologicas atipicas ayudan a distinguir estas
lesiones del epitelio ciliado normal®'.

El carcinoma mucinoso representa un 1% de todos los tumores uterinos y se localiza en la
endocervix. Es un tumor raro, de bajo grado cuyas células muestran mucina intracitoplasmatica; ademas
de tener buen pronéstico’>. La diferenciacion de este tumor con la metaplasia mucinosa de endometrio
suele representar mayor dificultad en el diagnostico. Este tipo de tumor exhibe proliferacion atipica de
epitelio con estratificacion nuclear, pérdida de polaridad celular, mitosis atipicas, arquitectura anormal de
las glandulas con prolongaciones, brotes glandulares, etc”®. Por el contrario, la metaplasia mucinosa de
endometrio no presenta anormalidades en los nucleos o la arquitectura celular.

El adenocarcinoma microglandular de endometrio presenta una morfologia caracteristica en
laminas de células o pequefias glandulas fuertemente empaquetadas, a menudo con pequefias
intervenciones del estroma. El tejido se encuentra de forma frecuente plagado de células polimérficas
dandole un aspecto de hiperplasia microglandular de la cérvix. Generalmente carece de vacuolas
subnucleares y puede presentar metaplasia escamosa y estromal de células espumosas. El nucleo no es
muy prominente a pesar de que se vean multiples mitosis®.

El carcinoma seroso representa un 10% de los tumores uterinos. Es una variante muy agresiva en
la que la morfologia epitelial se asemeja al carcinoma seroso de ovario y el prondstico es probablemente
peor que en el carcinoma de células claras. Este tipo de tumor tiene tendencia a extenderse ampliamente
en espacios vasculares a través del parénquima del utero y el miometrio®. Suelen ser normales las
colonizaciones del abdomen® aunque no depende de la profundidad de la invasiéon miometrial. Debido a
este poder invasivo, suelen registrarse casos de metastasis’*. Se compone de células redondas o de tipo
“hobnail” que cubren los nucleos papilares del estroma y que muestran prolongaciones simples o
complejas. Los nucleos tienen ocasionales formas multinucleares, muchos de ellos bizarros y pocas
mitosis atipicas (figura 3). Todo esto es considerado de alto grado. Presentan frecuentes cuerpos
psamamomatosos que a veces no estan asociados con células tumorales cuando aparecen
calcificaciones™. Los carcinomas endometriales secretores de bajo grado sueles tener ciertas semejanzas a
nivel superficial con los carcinomas serosos, pero presentan nucleos pequefios e hipercromaticos, que
generalmezrglte carecen de nucléolo, y citoplasma claro con vacuolas supra y subnucleares que los
diferencia™.
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Figura 3, Carcinoma endometrial seroso, tincion hematoxilina-eosina.

El carcinoma de células claras representa un 4% del total de los tumores uterinos y es un tipo de
tumor de alto grado con peor pronostico que el carcinoma endometrioide®. Hay evidencias de que este
tipo de tumores en fases tempranas de desarrollo son menos agresivos que los carcinomas serosos en el
mismo nivel de desarrollo®’. El tumor esta compuesto de células claras con glucogeno o también células
en forma de “hornails” creciendo en laminas, acinos lineares, cistos o papilas®’. No presenta una
localizacion concreta (figura 4).
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Figura 4, Carcinoma endometrial de células claras, tincion hematoxilina-eosina.

El carcinoma mixto es una mezcla de carcinoma de bajo y alto grado, con diferenciacion
endometrioide y no endometrioide. Representan un 10% del total de tumores endometriales y el 25% de
los de tipo II. Tiene mal prondstico™.

El carcinoma escamoso es un tumor raro de bajo grado, que se presenta con secreciones y
sangrados. Se localiza en la ectocervix o la vagina y el diagnostico suele ser dificil por biopsia ya que se
puede confundir con epitelio ectocervical normal®®.

El carcinoma transicional es otro tipo raro de carcinoma endometrial que se asemeja a células
transicionales de carcinoma de bazo™.

El carcinoma de células pequeiias es un tipo de tumor agresivo que reacciona a los marcadores
neuroendocrinos comunes” y muestra granulos densos tipicos por microscopia electronica.
Histoloégicamente es muy similar al carcinoma de células pequefias de otros tractos de 6rganos femeninos,
con nucleos hipercromaticos pequefios, un ratio nucleo/citoplasma alto y patrones de cromatina nuclear
distintivas®®. Los componentes del carcinoma de células pequefias se pueden confundir con otra variante
del carcinoma endometroide llevando a una posible confusién con los carcinosarcomas®.

Los sarcomas de endometrio representan del 2 al 5 % de los tumores uterinos y sus variantes mas
frecuentes son carcinosarcoma, leiomiosarcoma y sarcoma del estroma. La variante carcinosarcoma
constituye el 50% de este tipo. También se les llama tumores mulerianos mixtos, estan formados por una
mezcla de epitelio maligno generalmente adenocarcinoma endometrioide con una componente estromal.
Los elementos epiteliales y estromales estan predominantemente separados. Muchos de ellos muestran un
alto grado de estroma, aunque un 16% tiene como caracteristica bajo grado®’. La variante leiomiosarcoma
representa el 30% de los sarcomas y se componen de grandes regiones de musculo liso que generalmente
no tienen bordes bien diferenciados y cuyas células tienen abundantes mitosis atipicas. Por ltimo, los
sarcomas del estroma, constituye un 15% de los sarcomas. Se caracterizan por su semejanza al estroma
endometrial con células hipercroméaticas pequenas, redondas o alargadas y que presenta frecuentemente
varios grados de atipia y gran actividad mitotica®®.

DESARROLLO DE LOS CARCINOMAS ENDOMETRIALES

El carcinoma de endometrio se origina en el revestimiento epitelial de la cavidad uterina. El tumor
crece infiltrandose localmente en la pared del ttero y afectando progresivamente a las capas musculares y
a la serosa. La capacidad de infiltracion esta relacionada con el grado de diferenciacion tumoral. En
tumores bien diferenciados, el crecimiento se suele limitar a la superficie endometrial, mientras que en los
poco diferenciados la invasion es mayor llegando hasta el miometrio. A partir de ahi, la invasion continua
al cérvix, vagina, vejiga y recto. La infiltracion de la pared uterina se relaciona con la probabilidad de
afectacion ganglionar y, por consiguiente, de metastasis™®.

Los carcinomas endometriales son consecuencia de la acumulacién de alteraciones moleculares,
genéticas y epigenéticas, que aparecen en diferentes regiones del genoma. Estas incluyen tanto a proto-
oncogenes, como a genes supresores de tumores y genes relacionados con procesos de reparacion de
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DNA. El efecto acumulativo de estas alteraciones en el carcinoma endometrial de tipo I produce la
transicion de células endometriales normales a hiperplasia endometrial atipica y posteriormente a
carcinoma®*!. Sin embargo, el carcinoma de tipo II puede ir precedido de lesiones premalignas de gran
utilidad clinica. Estas lesiones llamadas neoplasias intraepiteliares de endometrio (EIN), pueden ser
reconocidas por tinciones de secciones de tejido y sometidas a estudios morfométricos.
Aproximadamente, de un 5 a un 8% de estas lesiones premalignas progresan a carcinoma, por lo que es
importante su deteccion. A dia de hoy la clasificacion de las lesiones EIN consiste en la determinacion de
parametros moleculares, histomorfométricos y clinicos®.

Los parametros anatomopatolégicos empleados en el diagnostico de carcinoma de endometrio en
la actualidad se dividen en uterinos y extrauterinos. Los parametros uterinos son: tipo histologico, grado
histolégico, grado de invasion del miometrio, presencia de invasion vascular, presencia de hiperplasia
endometrial atipica, relacién cervical con el carcinoma, ploidia del DNA, fraccidon celular en fase de
sintesis del ciclo celular y estado de los receptores hormonales. Por el contrario los factores extrauterinos
incluyen citologia peritoneal positiva, relacion con las glandulas adrenales, metastasis en nodos linfaticos
pélvicos y para-adrticos, y metéstasis peritoneal”***.

FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AL CARCINOMA
ENDOMETRIAL

En el desarrollo del carcinoma endometrioide juega un papel fundamental la exposicion hormonal,
bien sea endogena o exdgena, ya que estas moléculas promueven la proliferacion celular e inhiben la
apoptosis. Este tipo de tumores muestra sobreexpresion de los receptores de estrogenos (ER) y
progesterona (PR)*. Por el contrario, en los tumores no endometrioides, no ha habido una identificacion
de factoLes hormonales hasta el momento, siendo la expresion de receptores hormonales débil o
negativa .

Otros de los factores de riesgo conocidos que se asocian con esta enfermedad son la obesidad, la
hipertension, la diabetes mellitus, la nuliparidad, la menarquia temprana y la menopausia tardia; muchos
de ellos relacionados con los estilos de vida de las pacientes y con las caracteristicas de su vida fértil*.

CARCINOMA ENDOMETRIAL NO ESPORADICO

Los procesos tumorigénicos de los carcinomas endometriales hereditarios son diferentes a los de
los carcinomas esporadicos. La mayoria de los casos de cancer de endometrio hereditario se asocian con
Sindrome de Lynch o cancer hereditario colorrectal no polipésico (HNPCC)*. Este sindrome autosémico
dominante predispone a los afectados a padecer varios tipos de tumores como son cancer colorrectal,
carcinoma endometrial, cancer de ovario, etc. Generalmente, el sindrome de Lynch se manifiesta de
forma predominante como cancer colorrectal; no obstante, en mujeres la incidencia de carcinoma
endometrial se equipara con la aparicion de cancer de colon o incluso la supera®. El sindrome se
caracteriza por la presencia de mutaciones germinales en genes relacionados con la reparacion de DNA
como son hMLH1, hMSH2, hMSH6 y hPMS2; todos pertenecientes a la maquinaria de correccion de
emparejamientos erréoneos o MMR. De estos genes, hMLH1 y hMSH2 son los responsables de hasta un
90% de las alteraciones aparecidas en cancer de colon relacionadas con este sindrome, mientras que los
que presentan mayor probabilidad de contener mutaciones en carcinoma endometrial no esporadico son
los genes4¥1MSH2 y hMSH6, y particularmente este ultimo cuando las pacientes presentan edades
avanzadas™'.

Todas estas alteraciones producen deficiencias en la reparacion del DNA, haciendo que proliferen
los fallos de secuencia en otras regiones del genoma y aparezcan, entre otras, secuencias microsatélites
con expansiones o acortamientos. Este fendmeno llamado inestabilidad de microsatélites o MSI también
constituye una herramienta de diagnostico para determinar deficiencias en el sistema MMR™*.
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PATOGENESIS MOLECULAR DEL CARCINOMA
ENDOMETRIAL

1. PTEN

El gen supresor de tumores PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10),
también llamado MMACI o TEP1, fue clonado en 1997 y localizado en el cromosoma 10q23, regioén
donde se encontraban deleciones somaticas en multitud de tumores*”’.

Este gen esta formado por 9 exones codificantes y produce una proteina de 403 aminoacidos con
una masa molecular de 47 KDa aproximadamente’'. La secuencia de aminoacidos del gen PTEN revela
que su estructura corresponde a una fosfatasa, enzima que facilita la eliminacion de los grupos fosfato de
otras macromoléculas, y pertenece a las proteinas de la superfamilia de fosfatasas de tirosina. Ademas,
también contiene una secuencia que codifica un dominio catalitico con cierta homologia a proteinas del
citoesqueleto, lo que sugiere que PTEN podria regular procesos como la invasioén tumoral y metastasis,
aunque este supuesto todavia no se ha aclarado.

La proteina PTEN esta formada por cinco dominios: el extremo amino terminal donde se encuentra
el dominio catalitico fosfatasa; una parte central donde se encuentra el dominio C2, que es la zona a
través de la que establece uniones con otras proteinas y lipidos, entre ellos los lipidos de membrana®>;
secuencias PEST, que son regiones ricas en aminoacidos prolina, glutamato, aspartato, serina y treonina
que juegan un papel destacado en el reconocimiento del proteosoma y la degradacion de la proteina®. Los
ultimos 50 aminoacidos del extremo carboxilo terminal de la proteina contienen un dominio de union
PDZ, motivo que le permite unirse a proteinas de andamiaje con otros dominios PDZ>>°, y sitios de
fosforilacion para CK2 (caseina kinasa 2) que le permiten regular su funcién’’ . La estructura
cristalografica de PTEN muestra su centro catalitico méas ancho y profundo que el del resto de las
fosfatasas de la misma familia®.

La funcién de PTEN es, como ya se ha apuntado anteriormente, actuar como una fosfatasa>2.
Aunque esta actividad comprende la posibilidad de defosfatar tirosinas, también tiene la capacidad de
actuar sobre serinas y treoninas aunque esta actividad es minoritaria®. PTEN esta considerado gen
supresor de tumores, dedicando la actividad fosfatasa de la proteina que codifica, a la eliminacion de
fosfatos de compuestos formados en la membrana plasmatica como son el fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3) y el fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2). Estos compuestos son dos segundos
mensajeros formados a partir de sefiales extracelulares como es la activacion de receptores de membrana,
que posteriormente son fosforilados por accion de la proteina fosfatidilinositol-3-fosfato kinasa (PI3K).
Los compuestos formados transducen una sefial en las células a través de la ruta de activacion de la
proteina Akt, también conocida como PKB (proteina kinasa B), una serina-treonina kinasa. Cuando estos
compuestos pierden su fosfato en la posicion D3 por la accion fosfatasa de PTEN, inactivan la sefal
iniciada, creandose asi un mecanismo “on/off” para las sefales generadas“’59 (figura 5). El papel de
PTEN como interruptor “off” de la sefial producida por PI3K es una de las claves para atribuirle la
funciéon como gen supresor de tumores.
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Figura 5, Actividad “on/off” del sistema PTEN/PI3K donde se fosforilan y defosforilan 2° mensajeros generados en la
membrana plasmatica como PIP2.

La cascada intracelular en la que actian tanto PTEN como PI3K para la activacion/desactivacion
de la proteina Akt, contiene multitud de consecuencias para la célula, entre las que se encuentran:
regulacion del ciclo celular y supervivencia, adhesion y motilidad celular, angiogénesis, homeostasis de la
glucosa, crecimiento celular y apoptosis, entre otras muchas”*",

Ademas de su actuacion en la ruta de Akt, PTEN tiene otros efectores pertenecientes a otras rutas
de sefializacion diferentes, entre los que se encuentran GTPasas de la familia de Rho que participan en
procesos tales como motilidad celular, alteracion de la membrana y diseminacion celular. Todos estos
procesos estan relacionados con la capacidad tumorigénica de la célula en procesos invasivos’.

PTEN se encuentra mayoritariamente en el citoplasma, aunque se ha descrito también una
localizacion nuclear. Esta localizacion coincide con la funcion que desempeiia, interaccionando con las
membranas para acceder a sus sustratos lipidicos. En este sentido, hay datos que sugieren que tanto el
dominio fosfatasa como el C2, se encuentran relacionados con uniones electrostaticas entre PTEN y las
membranas para un mayor aumento de la eficacia catalitica®®®'. Por otro lado, la mayoria de las moléculas
de PTEN son fosforiladas en sus extremos carboxilo terminales, lo que parece mantener a la proteina en
una conformacion tal que bloquea su asociacion a la membrana, sugiriendo que en este nivel existe un
importante mecanismo de regulacion de la actividad biologica de la proteina®’. Este mecanismo no es el
unico que regula la actividad de PTEN, sino que hay descritos otros muchos que operan a nivel
transcripcional y por oxidacion®'.

Las alteraciones germinales en el gen PTEN se han relacionado con varios sindromes hereditarios,
como el sindrome de Cowden. La relacion de PTEN con este sindrome se conoce desde 1996 cuando se
determiné que el locus para esta enfermedad se encontraba en la region 10q23, es decir, la que contenia el
gen®. Esta enfermedad presenta mutaciones en PTEN en un 80% de los casos y se caracteriza por el
desarrollo de harmamomatomas en foliculos pilosos, membranas microcutaneas, alteraciones en pecho,
tiroides y tejido intestinal, ademas confiere riesgo de aparicion de tumores de endometrio y tracto
genitourinario®. Mutaciones en PTEN también se han relacionado con el sindrome de Bannayan-Riley-
Ruvalcaba, donde aparece mutado en un 60% de los casos y se caracteriza por macrocefalia, lipomatosis,
hemangiomatosis y pene moteado. Los afectados, ademas, tiene alto riesgo de desarrollar cancer de
mama vy tiroides®. También se ha encontrado en otros sindromes mucho menos frecuentes relacionados
con Cowden como el sindrome de Proteus y de Bannayan-Zonana®. Es por esta variedad de sindromes
relacionados con un mismo gen por lo que se propone clasificarlos dentro del sindrome llamado “PTEN
Hamartoma Tumor” (PHTS) independientemente de la clinica de cada uno de ellos™.
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Las alteraciones somaticas en el gen PTEN son un evento frecuente en los glioblastomas de alto
grado®, canceres de prostata® y endometrio®”*. La inactivacion bialélica del gen ocurre en el 30-40% de
los glioblastomas multiformes y, en menor término, en astrocitomas anapléasicos®. Atn asi, es raro que se
encuentren en gliomas de bajo grado y tumores neuronales’.

Las deleciones heterocigotas en la region 10g23 son un evento frecuente en tumores metastasicos
de prostata, en los que la pérdida de heterocigosidad (LOH) se encuentra entre un 20 al 60% de los
casos”. Ademas, la pérdida de la proteina PTEN ocurre en un 20% de los tumores primarios de prostata y
esta pérdida tiene una estrecha correlaciéon con los tumores avanzados’".

En los tumores endometriales, las mutaciones en PTEN parecen ser la casusa del desarrollo
tumoral en hasta un 80% de los casos de tipo endometrioide, siendo PTEN el gen mas comunmente
mutado en este tipo de tumores®”**’* . Las mutaciones encontradas en el gen PTEN comprenden
alteraciones de tipo “missense”, mutaciones sin sentido ‘“nonsense”, deleciones e inserciones que alteran
la fase de lectura o “frameshift”, mutaciones silenciosas, y mutaciones que alteran el proceso de
“splicing”. La frecuencia de las mutaciones tipo “missense” en PTEN es mas elevada que en otros genes
supresores de tumores a excepcion del gen p53’. Aunque las mutaciones truncantes y las “missenses” han
sido encontradas en los nueve exones de PTEN, solo las mutaciones de tipo “missesnse” tienden a
agruparse en la region del dominio catalitico fosfatasa. Las mutaciones localizadas en esta region, pueden
disminuir la actividad inositolfosfatasa de PTEN", y las mutaciones localizadas fuera de los exones 5, 6 y
7, es decir, fuera de los dominios implicados en la actividad fosfatasas y de union a proteinas y lipidos, se
asocian con una mayor supervivencia a las pacientes’.

La hipermetilacion de islas CpG de los promotores de los genes supresores de tumores es una
caracteristica muy observada en muchos de los tumores de origen esporadico y parece ser un mecanismo
epigenético de silenciamiento génico alternativo a mutaciones y deleciones que pudieran tener estos
genes”. PTEN es un gen que muestra este tipo de alteracién tumores de prostata’’, melanoma’ y
endometrio’’. En este ultimo, hay controversia sobre como afecta este proceso al desarrollo tumoral, ya
que por una parte se ha asociado con carcinoma endometrial en etapas avanzadas y con la aparicion de
metéstasis’®, constituyendo el “second-hit” para el desarrollo del carcinoma endometrial; mientras que,
también se ha descrito como una alteracion temprana en el desarrollo de los carcinomas endometriales’.
Aun asi, los tumores que presentan metilacion en la region promotora del gen PTEN son mas agresivos y
tienen peor pronostico.

2. PI3K

PI3K pertenece a la familia de fosfatidilinositol-3-kinasas de clase IA de proteinas de sefializacion
celular. Estas proteinas actian formando heterodimeros en los que uno de sus mondmeros tiene una
funcion catalitica y el otro una funcion reguladora.

La subunidad catalitica de esta familia de proteinas puede estar formada por tres tipos de
monomeros p110a, p110B o pll0d, codificadas por los genes PIK3CA, PIK3CB y PIK3CD
respectivamente®; mientras que la subunidad reguladora puede estar formada por los monémeros p85a,
p55a, p50a, p85B o p55y*'. Todas estas isoformas muestran diferente distribucion en los tejidos.
PIK3CA g; B se distribuyen ubicuamente®, mientras que PIK3CD se localiza principalmente en
leucocitos™.

La funcion de PI3K viene determinada por su actividad kinasa, por la cual fosforilan la posicion
D3 de los fosfatidilinositoles®. Este proceso transforma PIP2, procedente de la formacion de segundos
mensajeros en la membrana plasmatica, en PIP3, compuesto que tiene la capacidad de atraer otras
proteinas con dominios PH (homo6logos a plecstrina) hacia la membrana plasmatica para activarlas®. Una
de las proteinas a las que activa, y quizas la mas importante, es Akt, que regula innumerables procesos de
supervivencia celular y apoptosis, progresion del ciclo celular, motilidad y metabolismo celular®™.

La secuenciacion de los genes de PI3K en multiples canceres humanos ha revelado la presencia de
mutaciones en el gen PIK3CA"Y, pero no en los genes PIK3CB o PIK3CD. La elevada frecuencia de
mutaciones, junto con el hecho de que casi todas las mutaciones parecen ser de caracter heterocigoto, se
localizan en regiones altamente conservadas y estan asociadas con un aumento de su capacidad
enzimética, han hecho que se considere a PIK3CA como un oncogén®.
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El gen PIK3CA se localiza en el loci 3q26 y estd compuesto por 21 exones, de los cuales 20 son
codificantes. Se encuentra mutado en el 36% de los canceres endometriales, el 32% de los canceres de
colon y el 27% de los tumores de mama®. La proteina que codifica (p110a) esta formada por cinco
dominios: un dominio adaptador de unién (ABD); un dominio de unién a ras (RBD); un dominio C2, por
el que establece uniones con otras proteinas y lipidos, entre ellos los lipidos de membrana; un dominio
helicoidal cuya funcidn es servir de puente entre el dominio C2 y kinasa, y un dominio catalitico kinasa.
Por su parte, la subunidad reguladora p85a a la que se une, comprende otros cinco dominios: un
dominio SH3, un dominio GAP y tres dominios SH2, uno en el extremo amino terminal, otro en la region
intermedia y el ultimo en el extremo carboxilo terminal®, a través de los cuales interacciona con la
subunidad catalitica para conservarla en un estado estable pero de baja actividad y asi mantener a las
células quiescentes’”.

Todas estas caracteristicas hacen que PI3K juegue un papel destacado en la regulacion de la
. ., . . .. . 86,88
proliferacion y supervivencia celular, su crecimiento y metabolismo™™".

3. RUTA DE SENALIZACION CELULAR DE PTEN Y PI3K

La ruta en la que participan las proteinas PTEN y PI3K se encuentra conectada con la cascada de
sefializacion intracelular de Akt. Esta ruta estd estrechamente relacionada con las funciones atribuidas a
PTEN y PI3K.

La sefial activadora de esta ruta comienza con la recepcion de sefales de crecimiento
extracelulares que interactlian con los receptores de membrana tirosina kinasa, receptores asociados a
proteinas G e integrinas. La union ligando-receptor que produce la formacién de segundos mensajeros en
forma de PIP2. Estos, a través de PI3K y PTEN, activan una serie de proteinas, entre las que se encuentra
Akt, que es capaz de fosforilar una serie de intermediarios que son los que en ultimo término produciran
las funciones atribuidas a este sistema’’ (figura 6). Ademas de este mecanismo, también se han descrito
otros mecanismos alternativos de activacion de la via independientes de ligando como son, por ejemplo,
los que expresan de forma constitutiva proteinas ras en determinadas células tumorales®

- ---
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Figura 6, Ruta de seiializacién intracelular de Akt, con varios de los intermediarios sobre los que actia.
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Akt media la fosforilacion de factores de transcripcion Forkhead tales como AFX, FKHR y
FKHRLI1” relacionados con la supervivencia celular, los cuales cambian de localizacion subcelular desde
el nucleo al citoplasma evitando su actividad sobre la transcripcion de genes como Fas-1, IGFBP1 y Bim.
Una vez en el citoplasma, estos factores de transcripcion son secuestrados por la proteina 14.3.3.
Asimismo, la activacion de la proteina GSK-3f (Glucogeno sintasa kinasa 3p) por Akt y la fosforilacién
de sus sustratos participan en la regulacion de la sefalizacion celular de la proteina mTOR’, que tiene
efectos sobre el control del ciclo celular y metabolico de la célula, ademas de inferir en la supervivencia
de la misma.

Akt también activa otros factores de transcripcion importantes relacionados con proliferacion,
apoptosis, supervivencia celular y otros mecanismos de la tumorigénesis como NF-kB, que media su
funcion a través de citocinas, factores de crecimiento’ y genes de supervivencia celular como son c-IAP-
1 y c-IAP-2. Akt fosforila un inhibidor de NF-kB (I-kB) inactivandolo, degradandolo y evitando el
secuestro de NF-kB”’,

La proteina Akt incrementa la supervivencia celular a través de la regulacion de la expresion de
genes antiapoptoticos como Bel-2 y mel-17". En condiciones basales, estos factores son antagonizados por
union de la proteina BAD promoviéndose la apoptosis. Cuando BAD se fosforila por accion de Akt, es
secuestrada por la proteina 14.3.3 en el citoplasma, evitando asi su uniéon con Bcl-2 y, de esta forma,
favorece la apoptosis’. No obstante, se ha comprobado que este mecanismo varia en funcion del tipo
celular donde se desencadena, pudiendo ser independiente de la fosforialcion especifica de Akt”.

Akt también fosforila ASK1 kinasa, que transduce la sefial de estrés a las proteinas SAPK
(proteinas kinasas activadoras de estrés) que se encuentran estrechamente unidas a la induccidon de
apoptosis por accion de estimulos tales como radiaccion ionizante, shock caldrico o estrés osmético, y a
p38, proteina perteneciente a la ruta de las MAP kinasas (mitogen activated protein)'’.

Akt también regula el paso de la fase G1 a S del ciclo celular. Esta accion se lleva a cabo a través
de la proteina retinoblastoma pRB, que es fosforilada por Akt e inactiva CDKs importantes en el paso de
una de estas fases a la otra en el ciclo celular’’. También hay evidencias que sugieren que Akt regula
directamente ciclina D,

Por ultimo, Akt también regula procesos tan importantes para la tumorigénesis como es la
angiogénesis a través de la activacion de HIF-1 (factor hipdxico 1), que aumenta la transcripcion de genes
relacionados como la angiopoyetina-1>’ y VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular)'®’; y por
fosforilacién de eNOS (nitrégeno sintasa endotelial) que produce neovascularizacion'®'. Por el contrario,
un inducté)lr negativo de la angiogénesis seria la tromboespondina 1 que estaria regulado por Akt a través
de PTEN"".

4. KRAS

El proto-oncogén KRAS pertenece a la familia de las proteinas ras (N-, H- y K-) que codifican
GTPasas de membrana (proteinas G) y participan en procesos de transduccion de sefiales al nucleo por la
via de MAP kinasas (Ras-Raf-MEK-ERK-MAP)'* (figura 7). La activacion del las MAP Kinasas resulta
importante para reprimir o activar la expresion de determinados genes relacionados con la regulacion de
la proliferacion y diferenciacion celular.  Aproximadamente el 30% de todos los canceres humanos

contienen alteraciones puntuales en alguno de los miembros de de la familia de ras'”.
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Figura 7, Via de seiializacién intracelular Ras-Raf-MEK-ERK.

La proteina de KRAS intercambia GTP (guanosil trifosfato), que mantiene a la proteina en estado
activo, a GDP (guanosil difosfato), en la que pasa a un estado inactivo. Esta transmutacién es
aprovechada por la célula para transducir sefales desde los receptores de superficie, proteinas G
heterotriméricas o integrinas al interior celular. Para esta funcién también son importantes las reacciones
de unidn/separacion de los nucledtidos de guanina que se realizan a través de diversos factores GEF
(guanine-nucleotide exchange factors)'®". Aunque el efector inmediato de la activacion de KRAS es la
proteina BRAF, y por consiguiente la activacion de la cascada de las MAP kinasas; PI3K también es
activado por KRAS aunque de una forma minoritaria®.

El gen KRAS se encuentra localizado en el locus 12p12.1 y consta de 6 exones que dan lugar a dos
isoformas por procesamiento alternativo del mRNA, expresandose de forma diferencial en los tejidos.
Mutaciones germinales en este gen han sido identificadas en pacientes con sindromes que cursan con
malformaciones craneoencefalicas como Noonan y Costello'”, mientras que las de tipo somatico
aparecen en diverso tipo de canceres como pulmoén, colon o endometrio'™'*'%!7  Las mutaciones
somaticas tienden a reunirse en regiones “hot-spots” que comprenden los codones 12, 13 en el exén 2 que
codifican glicina y, con una menor frecuencia, el codon 61 en el exon 3 que codifica glutamina'®. Estas
mutaciones todavia no han sido descritas en linea germinal, lo que sugiere un mecanismo de acciéon
patogénico diferente dependiendo de la region de la proteina que alteran.

De forma general, las alteraciones en el gen KRAS tienden a incrementar la actividad
intercambiadora de nucleotidos de guanosina o a disminuir su actividad GTPasa bloqueando la proteina
en un estado permanentemente activo, dirigiendo a la célula a una constante activacion de la via y un

aumento en la tasa de proliferacion celular'™.

En los tumores endometriales las mutaciones de los codones 12, 13 y 61 del gen KRAS aparecen
predominantemente en carcinoma endometrial de tipo I, (entre un 10 y un 30%), mientras que son casi
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inexistentes en los tumores de tipo II, serosos, papilares y de células claras (2%). Las mutaciones en el
gen KRAS se han asociado con mal prondstico, independientemente de la edad de la paciente'®’. También
se ha encontrado un alto porcentaje de mutaciones en KRAS en hiperplasias atipicas siendo consideradas
como un evento temprano en el desarrollo de los carcinomas". Ademés, estas alteraciones parecen
coincidir con MSI, lo que sugiere que ambos acontecimientos surgen simultdaneamente'”.

5. BRAF

BRAF es un proto-oncogén de la cascada de sefalizacion intracelular de ras. Este gen forma parte
de la familia de los genes raf compuesta por raf-1, A-raf, B-raf y C-raf que codifican serina/treonina
kinasas intracelulares efectoras de las MAP kinasas, encargadas de transducir la sefial desde ras hasta

MEK (figura 7) participando en procesos de regulacion del ciclo celular y proliferacion'®.

Este gen, compuesto por 18 exones, se encuentra localizado en el cromosoma 17q34 y codifica una
proteina formada por tres dominios. El primer dominio contiene el sitio de unién a ras, seguido de una
region rica en cisteinas; un segundo dominio estd compuesto por un alto nimero de residuos de serina y
treonina que se fosforilan para su funcion bioldgica; y un tercer dominio, donde reside su funcion kinasa,

, ., . .. . ., 104
que esta flanqueado por una region rica en glicinas y un segmento de activacion .

Las alteraciones descritas en BRAF son principalmente de tipo “missense” y producen un aumento
de funcion de la proteina. La incidencia de mutacion en este gen es muy alta en melanomas (65%),
carcinoma de tiroides (36-53%), carcinoma colorrectal (5-10%) y carcinoma endometrial (>5%)'%. Las
mutaciones suelen agruparse en la region rica en residuos de glicina codificada por el exén 11 y en el
segmento de activacion, codificado todo por el exon 15. De esta forma, se genera una proteina que induce
una constante activacion de ERK, promoviendo el paso de la fase G1 a S en el ciclo celular, y un aumento
en la proliferacion celular'®. De especial importancia es la mutacién ¢.1799T>A en el exén 15 que
corresponde con la sustitucion del codon V600E, ya que aparece con mayor frecuencia que cualquier otra
en tumores humanos, y porque se ha comprobado que aumenta diez veces la actividad kinasa de la
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proteina . No obstante, la aparicion de esta mutacion en carcinoma de endometrio es poco frecuente” .

No se han descrito mutaciones concomitantes en los loci de los genes KRAS y BRAF lo que
apunta a que estas mutaciones pudieran ser redundantes en los efectos que provocan y que, por tanto, sélo
seria necesaria la alteracion en una ellas para conducir a la célula hacia la tumorigénesis''*' .

Sin embargo, si se ha descrito que las mutaciones en el gen BRAF aparecen principalmente en las
células que manifiestan pérdida de expresion de hMLHI1, lo que apunta a una coincidencia con procesos
de hipermetilacion de promotor del gen hMLH1 o mutaciones en este locus y por consiguiente, a un mal
funcionamiento de los mecanismos de reparacion de DNA''.

6. B-CATENINA

La proteina [-catenina fue identificada como una de las proteinas que forman parte del
citoesqueleto y que pertenecen al sistema de adhesién célula-célula mediado por cadherina'™.
Posteriormente, se reconocié como un factor de transcripcidon activado por la ruta de sefalizacion
intracelular Wingless-Int (Wnt)'"*. La ruta Wnt regula procesos tales como proliferacion, diferenciacion y
polaridad celular. Las sefiales de Wnt desencadenan cascadas de transduccion intracelular al interactuar
con receptores especificos en las membranas celulares. La cascada mas estudiada es la que activa
receptores de la familia “frizzled” y B-catenina'. En células epiteliales normales, donde no ha
ocurrido una activacion de estos receptores, existe un complejo proteico citoplasmatico que contiene -
catenina, APC (adenomatous polypous coli), axina y GSK-3 que es responsable de la fosforilacion
en los residuos de serina y treonina en el dominio regulador de B-catenina. Esta fosforilacion constituye
una seflal de reconocimiento y marcaje por ubiquitinacién para su posterior degradacion en el
proteosoma''®!'"’ (figura 8). Cuando la ruta Wnt se activa, este complejo se desensambla y la degradacion
de B-catenina se ve suprimida, permitiendo la translocacion de la proteina al ntcleo, donde forma
complejos con las proteinas de union a DNA Tcf' y Lef (factor de células T y factor activador linfoide), lo
que le permite ejercer su funcidon de activacion de la transcripcion de genes como c-myc, ciclina D y
MMP-7 (metaloproteinasa 7)"'®!'"® (figura 8). La proteina PTEN regula la estabilizacion de B-catenina,

13



3 M. Nunez Lozano

su expresion nuclear y su funcién reguladora de la transcripcion en lineas celulares prostaticas'*’,
. . 121
aunque no parece ser asi para otros tipos de tumores .
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Figura 8, Via de seiializacion de Wnt, donde se muestra el papel de B-catenina unido a un complejo de degradacion,
actuando sobre los procesos de transcripcién genética y formando parte del citoesqueleto, junto con E-Cadherina.

Las mutaciones patogénicas que aparecen en el gen CTNNBI, localizado en el locus 3p21 y que
codifica B-catenina, modifican los residuos de serina y treonina o los residuos adyacentes de su dominio
regulador, codificados por el exén 3. De esta manera, se ve afectada su union al complejo de degradacion,
aumentando la acumulacién de la proteina en el citoplasma'"', lo que produce una mayor
translocacion hacia el nucleo. En esta localizacion es donde ejerce su funcion transcriptora, facilitdndose
la sobreexpresion génica que aumenta la  proliferacion celular y el crecimiento de la célula,
desempefiando un importante papel en la formacién de varios tipos de tumores' .

La gran mayoria de mutaciones registradas en el gen CTNNBI son heterocigotas, de tipo
“missense” y se localizan en el exon 3. Estas alteraciones estan involucradas en la patogénesis de multitud
de tumores entre los que se encuentran el carcinoma de colon'** y los canceres de naturaleza ginecologica
en donde se han registrado mutaciones entre un 20 y un 40%, dependiendo del tipo tumoral'*'**. No
obstante, muchos estudios inmunohistoquimicos de [-catenina, muestran patrones alterados de
localizacién de la proteina en el compartimento citoplasmatico que no se relacionan con las mutaciones
encontradas en esta region'*'>'**, 1o que sugiere que el proceso tumorigénico relacionado con B-catenina
no se conoce totalmente.

7. E-CADHERINA

El gen de E-Cadherina o CDHI esta localizado en el cromosoma 16q22 y comprende 16 exones
distribuidos a lo largo de 100 Kb de DNA gendomico. El producto que codifica es un receptor
glicoproteico transmembrana de 120 KDa, perteneciente a la superfamilia de las cadherinas, y cuya

expresion se localiza en uniones adherentes de la mayoria de las células epiteliales'**.
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La estructura de E-Cadherina comprende cinco dominios extracelulares donde se sitian motivos
muy conservados de unién a calcio, una region transmembrana y un dominio intracelular que interacciona
con filamentos de actina a través de cateninas B, y y p120. Entre sus funciones destacan procesos de
adhesic’l)g celular dependientes de unién a calcio, y mantenimiento de la polaridad y la arquitectura
celular ™.

En diferentes tumores se ha observado una disminucion o pérdida de la expresion en E-Cadherina,
lo que se ha asociado a una reduccion de las fuerzas cohesivas célula-célula. Este hecho precede a
cambios en la motilidad de células tumorales que determina procesos de progresion tumoral, invasion y
metastasis, confiriendo peor pronodstico a los tumores que exhiben alguna alteracion en el funcionamiento
de este sistema'”’.

La primera vez que se asociaron alteraciones en el gen CDHI1 con procesos cancerosos fue en
casos de carcinoma geistrico126 y, posteriormente, han ido descubriéndose en otro, tales como cénceres de

mama de tipo lobular'?’.

En el carcinoma endometrial se describieron regiones con LOH en el locus 16¢22'%, region donde
se encuentra localizado el gen CDH1 y, a continuacion, se empezaron a encontrar mutaciones en regiones
codificantes con una baja frecuencia'” lo que relacioné este tipo de alteraciones con el desarrollo de
carcinomas ginecologicos. A dia de hoy, los eventos patogénicos que conciernen a E-Cadherina en la
tumorigénesis endometrial son pérdidas alélicas, asi como la represion transcripcional por hipermetilacion
del promotor del gen, y mutaciones en la secuencia de CDH1'*’. Los resultados de los estudios
moleculares del carcinoma endometrial han revelado que alteraciones de estos tipos ocurren en un 62%
de los carcinomas serosos y un 87% de los carcinomas de células claras, representando sélo un 22% de
los tumores endometrioides'"'**,

8. p53

La proteina p53 actlia en la regulacion de varios procesos importantes para la supervivencia celular
actuando como “guardian del genoma”'*’ por su papel en la reparacion del DNA, en la progresion del
ciclo celular por estimulos de estrés o dafio al DNA y en la apoptosis'**. Esta proteina, que tiene una vida
media muy corta, se mantiene en condiciones basales a baja concentracion en las células y sufre un
proceso de continuo marcaje por ubiquitinacion y subsiguiente degradacion en el proteosoma. Sin
embargo, en condiciones de estrés, esta ubiquitinacion se ve suprimida ganando estabilidad y
translocandose hacia el nucleo donde forma complejos homotetraméricos que reconocen secuencias
especificas de DNA por las que va a promover o reprimir la transcripcion de mas de 150 genes
diferentes'” (figura 9).

El gen TP53 localizado en el cromosoma 17p13.1 esta formado por 11 exones, el primero de ellos
no codificante. Este gen codifica la proteina p53 de 393 aminoacidos, cuya estructura proteica se divide
en diferentes dominios funcionales. El extremo amino terminal, donde reside su actividad transcripcional,
y un dominio SH3"’; este dominio de transactivaciéon interactiia con factores de transcripcion,
acetiltransferasas y la proteina MDM2, que regula su concentracion celular'®, el dominio SH3, es
esencial para la uniéon de p53 con SIN3 que protege a p53 de la degradaciéon'’. La parte central de la
proteina estd compuesta principalmente por el dominio de uniéon a DNA; y el extremo carboxilo terminal
que contiene secuencias de localizaciéon y exportacion nuclear (NLS y NES), un dominio de regulaciéon y

un dominio de tetramerizacion'®.
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Figura 9, Mecanismo de acciéon y regulacion de p53 donde ejerce funciones de transcripcion genética en el nicleo y
apoptética en la mitocondria.

p53 interviene en la reparacion del DNA por varios mecanismos conocidos: uniéndose a la
proteina Rad51, miembro de la maquinaria de recombinacion que actia en la reparacion por escision de
nucleétidos (VER)'*® y participando sin ayuda de intermediarios por union directa a los &cidos nucleicos
para su anillamiento'”’. Las demas funciones de p53 estan relacionadas con la cantidad de genes que
regula en la transcripcion, por ejemplo, provocando un aumento de la expresion de GADD45, que
produce parada del crecimiento celular por union con PCNA (antigeno nuclear de proliferacion celular)
también implicado en reparacion del DNA'*’. Todas estos mecanismos son desencadenados en
situaciones post-estrés como por exposicion a radiaciones ionizantes o agentes quimitoxicos.

En su papel regulador del ciclo celular, p53 induce la expresion de la proteina p21, importante para
la progresion de este, de la fase G1 a la de sintesis. Esta proteina inhibe CDKs que, como consecuencia,
no se unen a ciclinas y promueven una parada del ciclo'. Otro de los mecanismos por los que p53 regula
el ciclo celular, consiste en mediar el aumento de expresion de los oncogenes c-myc y ras, que a su vez
aumentan la expresion de pl16 y p14. p16 inhibe CDKs, parando el ciclo celular'! y pl4 degrada MDM2
aumentando los niveles de proteina p53'*.

Como inductor de la apoptosis, p53 efectia su actividad tanto en el nticleo, mediante aumento de la
expresion de determinados genes'*’, como a nivel de la mitocondria, por union a otras proteinas'**. Los
genes proapoptoticos AIP1, NOXA y PUMA son un ejemplo de esta induccion de la expresion por
p53'. En la mitocondria, p53 se une a las proteinas antiapoptoticas Bcl2 y BelX, para antagonizarlas y
desencadenar una serie de eventos que activan los factores proapoptoticos BAX, BAK, caspasas, etc y,
por consiguiente, la apoptosis (figura 9).

Por ultimo, se ha relacionado la capacidad reguladora de la transcripcion de p53 con una
regulacion de la expresién de genes relacionados con la angiogénesis'** induciendo un aumento de
proteinas como tromboespondina-1, BAIl, GD-AIF, etc, por lo que alteraciones en este mecanismo
contribuyen a la progresiéon tumoral.
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La regulacion de la actividad de p53 ocurre de diversas formas. Las modificaciones en sus
extremos amino y carboxilo con fosforilaciones y defosforilaciones, acetilaciones, etc, supone un
mecanismo directo de regulacién que es necesario para determinar su conformacion, importante tanto
para activar la trascripcion como para unirse a otras proteinas'**'*®. Por otro lado, la union a la proteina
MDM2, también juega un papel importante en la regulacion de los niveles de p53 al marcar a la proteina
para su degradacion por ubiquitinaciéon de su dominio reguladorW. Asimismo, la unidn a otras proteinas
favorece o impide su actividad transcriptora, teniendo como ejemplo a las proteinas p300 y pCAF (factor
asociado a p300), ambas acetiltransferasas de histonas (HATs) que de forma general desempaquetan el
DNA, forman complejos con p53 y activan de forma mas eficiente la transcripcion mediada por p53'**.
También en determinados estados de actividad celular reductora las proteinas HIF-1 y Ref-1 pueden
interaccionar con p53 y alterar la cantidad de proteina intracelular lo que aumenta o reduce su actividad.
Otro mecanismo describe que directamente a través de su extremo carboxilo terminal y sin ningun otro
interrﬁgdiario, p53 se une al DNA e impide la transcripcion de los promotores especificos sobre los que
actia

En la mayoria de los canceres humanos han sido descritas mutaciones en el gen de p53, entre ellas
en los carcinomas endometriales'”. La proteina p53 mutada, aunque no es funcional, resiste su
degradacion y se acumula en la célula secuestrando a la proteina producida por el alelo germinal mediante
su homotetramerizacion'™. De ahi que en los primeros momentos de su descubrimiento se observara una
sobreexpresion de la proteina en los tejidos con alteraciones en p53 y se confundiera su actividad con la
de un oncogén. Del mismo modo y a diferencia de otros genes supresores de tumores, no es necesario un
“second-hit” para producir un efecto patogénico, sino que en este caso una Unica alteracion es suficiente
para transformar la célula sana en tumoral.

En tumores de endometrio han sido descritas mutaciones en el gen TP53. Estas alteraciones son
mas frecuentes en los tumores de tipo no endometrioide que endometrioide, apareciendo en un 80% de las
lesiones precursoras EIN y constituyendo el 90% de las alteraciones que aparecen en los carcinomas
serosos, mientras que solo representan un 10 a un 20% de las mutaciones en los tumores de tipo I''>!"13%,
Este evento debe de ser relativamente temprano en el desarrollo tumoral de los carcinomas serosos debido
a que la sobreexpresion de p53 en estos tumores aparece en un 75% en las lesiones que los precede,
mientras que solo se detecta expresion en una muy pequefla proporcion de hiperplasias atipicas
precursoras de los carcinomas endometrioides, lo que sugiere, que alteraciones en p53 son un evento
molecular tardio en el desarrollo de estos tumores’. Ademés, se ha visto que este pequefio porcentaje de
alteraciones en el gen TP53 en tumores de tipo I no parece coincidir con alteraciones en otros genes como
PTEN, KRAS, B-catenina'® y sin embargo, si coincide con una mayor frecuencia de aparicion de MSI'®.

9. CDKN2A

La proteina p16 es codificada por el gen supresor de tumores CDKN2A (cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A) que se localiza en el cromosoma 9p21. Este gen, ademas, comparte su secuencia con otra
proteina relacionada, p14, que presenta un marco de lectura diferente a CDKN2A"' (figura 10).
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Figura 10, Organizacion genomica de p14 (cajas rojas) y p16 (cajas azules). p14 y p16 comparten los exones 2 y 3 pero tienen
diferentes exon 1. Los transcritos generados por diferentes marcos de lectura generan dos proteinas diferentes.
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La proteina pl6 que pertenece a la familia INK4 de inhibidores de CDKs, consta de 156
aminoacidos. Las funciones bioldgicas de pl16 dependen de la uniéon especificamente a CDK4 y la
consiguiente inhibicion de la actividad catalitica de ciclina D, molécula clave para el control del ciclo
celular en la fase G1, ya que inhiben la fosforilacion de pRB''. Por otra parte, pl4, aunque también
parece interferir en el crecimiento tumoral, exhibe funciones diferentes de pl6, que conllevan la
estabilizacion de p53 mediante el secuestro y degradacion de MDM2 en el nucléolo'*%.

Las alteraciones en el gen CDKN2A estan relacionadas con el desarrollo de muchos tipos de
cancer como son melanomas, gliomas, cancer de pulmén y endometrio'**. En estos @iltimos ocurren tres
tipos de eventos que alteran el sistema de p16: deleciones homocigotas, hipermetilacion del promotor del
gen de pl6 y, en menor medida, mutaciones puntuales; todos ellos relacionados con la pérdida de
expresion de la proteina. No obstante, hay controversia sobre la frecuencia de aparicion de cada uno de
ellos y, por tanto, su implicacion en el desarrollo del carcinoma endometrial sigue sin comprenderse
totalmente®”. Asimismo, se ha observado que la pérdida de expresién de proteina p16 se correlaciona con
mutaciones en KRAS y p53'>.

En los canceres de endometrio, la pérdida de la expresion de pl16 es mas frecuente en carcinomas
de tipo no endometrioide que endometrioide (10%)" y aparece mas frecuentemente en carcinomas con
diferenciacion escamosa, serosa y de células claras de alto grado (45%)*’. Ademas, estan relacionadas
con un peor prondstico de la enfermedad asi como un aumento de la metastasis™.

10. REPARACION DE DNA

El DNA, al igual que otras estructuras celulares, esta expuesto a multitud de agresiones que pueden
producirle dafios alterando su integridad. El dafio al DNA es una consecuencia parcial del efecto de
diferentes factores ambientales, ademas de una gran proporciéon de mutdgenos endogenos como la
produccién de radicales libres de O, y H,0, y ciertos metabolitos generados de los procesos bioldgicos.
Debido a esto, el desarrollo de informacién codificada en el genoma humano que se traduce en forma de
proteinas y que protege de posibles alteraciones que pudiera sufrir para conservar su secuencia intacta,
resulta de gran valor. Estas proteinas supervisan constantemente el material hereditario en busca de
alteraciones y las corrigen si llegara el caso.

Las células de los humanos han desarrollado cuatro mecanismos de reparacion del DNA que
incluyen mas de 130 genes que participan en procesos clave para la supervivencia de la célula como son
el reconocimiento de dafio al DNA y la regulacion del ciclo celular evitando que el dafio se propague por

replicacion y division celular, hasta quedar reparado, o minimizado en la medida de lo posible'™*.

Estos cuatro mecanismos se conocen como:

Mecanismo de reparacion de emparejamientos erroneos (MMR).
Mecanismo de reparacion por escision de bases (BER).

Mecanismo de reparacion de lesiones por rotura de doble cadena (DBS).
Mecanismo de reparacion por escision de nucledtidos (NER).

L N Y

10.1.Mecanismo de Reparacion de Emparejamientos Erréneos

(MMR)

El mecanismo de reparacion de emparejamientos erroneos (MMR) es un sistema de correccion del
DNA que acttia en errores de tipo emparejamiento base-base y bucles extrahélice formados por pequefias
inserciones o deleciones. En regiones codificantes este mecanismo repara las mutaciones puntuales que
dan lugar a mutaciones de tipo “missense”, mutaciones sin sentido o “nonsense” y mutaciones de cambio
de fase de lectura o “frameshift” por la formacion de estos bucles. En regiones no codificantes cobra
importancia el papel reparador de errores ocurridos en repeticiones de secuencia como los microsatélites,
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produciendo incrementos o disminuciones en la longitud de una determinada hebra que no se puede
emparejar correctamente'>’.

Dentro del mecanismo MMR se pueden observar una serie de etapas'>’:

Reconocimiento del emparejamiento erroneo.
Reclutamiento de nucleétidos y factores necesarios.
Discriminacion de las hebras de DNA.
Degradacion del segmento de DNA incorrecto.
Sintesis de DNA.

L P T T

En organismos procariotas, el sistema de reparacion MMR se lleva a cabo mediante los complejos
enzimaticos MutS, MutL y MutH. Sin embargo, en organismos eucariotas sélo han sido identificadas
proteinas homologas a MutS y MutL Las proteinas homologas a MutS se nombran MSH (MutS
homolog) y las proteinas homologas a MutL se nombran MLH (MutL homlog). En humanos se las
diferencia afiadiendo una “h”'*°. Estas proteinas forman complejos enzimaticos compuestos por
heterodimeros. Uno de ellos se denomina MUTSa, donde se combinan las proteinas hMSH2 y
hMSH6, que se encarga del reconocimiento de los errores en la cadena de DNA. Otro de estos
heterodimeros, MUTS[3, se compone de hMSH2 y hMSH3, y también reconoce la formacion de estas
estructuras, aunque con una mayor afinidad por errores mas complejos como las inserciones de 2 a 4
pares de bases. Asimismo, se ha observado un cierto grado de redundancia funcional entre
MUTSa y MUTSB lo que asegura que la correccion de todos los errores de replicacion se inicien

eficientemente a pesar de que la mayoria de ellos sean reconocidos sélo por MUTSa'”.

Aunque el mecanismo de reconocimiento y reparacion MMR no estd totalmente descrito, se han
identificado varias proteinas que intervienen en el proceso como son hMLH1, hMLH3, hPMS1 y hPMS2
(post-meiotic segregation protein), que se unen a los heterodimeros MutLa y MutLf3. Estos ultimos son
reclutados al sitio de reparacion tras interactuar con hMSH2 y bajo la unién e hidrélisis de ATP.
Posteriormente, otras proteinas como PCNA se unen a los complejos actuado como enlace entre el
heterodimero de MMR y la DNA polimerasa en la horquilla de replicacion, facilitando el reconocimiento
y reparacion de la nueva cadena: RFC (replication factor C), que es un factor necesario para la union de
PCNA al DNA, y las exonucleasas EXOI/HEXI y FENI1 que interactian con hMSH2 dirigiendo la
escision de las secuencias erroneas. Finalmente, la sintesis de la nueva cadena parece ser consecuencia de
la accion concertada de la DNA polimerasa 8, otras DNA polimerasas sensibles a afidicona y DNA
ligasas que finalizan el proceso de reparacion de MMR'™® (figura 11).
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Figura 11, Mecanismo MMR de reparacion de DNA.

Los genes que codifican las proteinas implicadas en el mecanismo MMR son susceptibles de sufrir
alteraciones que conlleven una disfunciéon en la capacidad de reparar estos errores. Por lo tanto, las
células con alteraciones en estos genes van a acumular errores en el DNA de forma mas frecuente que las
células normales, y estos errores van a suponer la acumulacion de mutaciones somaticas en otros genes
con las consecuencias que este hecho conlleva. Es por esta razén por lo que se ha denominado “fenotipo
mutador” al que acompaiia a las deficiencias en el sistema MMR'™.

La maquinaria de MMR no solo tiene como funcion la busqueda y reparacion de errores en el
DNA, sino que contribuyen al mantenimiento de la estabilidad genémica por inducciéon de la apoptosis
en los casos en los que las alteraciones no hayan podido ser revertidas'”’. De esta forma, deficiencias en el
mecanismo MMR producen una disminuciéon de la tasa de apoptosis, confiriendo cierta ventaja en la
supervivencia de las células que han adquirido mutaciones que contribuyen al desarrollo tumoral.

10.2 . Inestabilidad de Microsatélites (MSI)

Los microsatélites son repeticiones multiples de 1 a 5 nucleoétidos que estan distribuidos por todo
el genoma. Concretamente, se han encontrado unas 50.000 a 100.000 secuencias de este tipo localizados
principalmente en regiones no codificantes y s6lo una pequefia cantidad reside en regiones codificantes.
Debido a su estructura repetitiva, son secuencias muy susceptibles a error por resbalamiento de la DNA
polimerasa durante el proceso de replicacion. Generalmente estas secuencias suelen ser muy polimorfas,
componiéndose de varios alelos donde so6lo cambia el numero de repeticiones entre ellos. Ademas,
representan diferencias estables y heredables dentro de la poblacion'™.

El fenémeno de inestabilidad se produce cuando la longitud o numero de repeticiones del
microsatélite aumenta o disminuye con respecto a la linea germinal. Este hecho se produce cuando ha
ocurrido alglin error en el proceso de replicacion y, ademads, la maquinaria de reparaciéon no ha sido
suficiente para remediarlo. La deteccion de inestabilidad de microsatélites en tumores es un reflejo de las
deficiencias de los mecanismos de replicacion y reparacion del DNA'*.
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El fenomeno de MSI fue descrito inicialmente en el sindrome de Lynch (1993)'® y posteriormente
se encontr6 en algunos casos esporadicos de cancer de colon. En el carcinoma endometrial la
inestabilidad se ha encontrado en un 75% de los casos cuando estan incluidos en el sindrome de Lynch, y
en un 25 a 40% en carcinoma de endometrio esporadico. En este Gltimo supuesto, hay una fuerte
asociacion con los tumores de tipo I, y de fenotipo menos agresivo, mientras que solo representa un 5%
en los de tipo I1*°.

10.3.Alteraciones en los Genes de MMR

Las pacientes con el sindrome de Lynch que desarrollan carcinoma endometrial muestran
mutaciones germinales en los genes hMLHI1 y hMSH2, lo que supone la primera inactivacioén en estos
genes. Para que se produzca el desarrollo del tumor es necesaria una segunda mutacion (“second hit”) en
el alelo contralateral, que produce una deficiencia en el mecanismo MMR que da lugar a alteraciones en
las regiones de microsatélites y en determinados genes con la subsiguiente aparicion del tumor'®'. No
obstante, la deteccion de mutaciones puntuales en genes reparadores del DNA es inferior a la esperada en
relacion a la aparicion de MSI, lo que sugiere que pueden existir otros mecanismos de inactivacion del
sistema MMR. Esta hipoétesis se comprobd al demostrarse que determinados casos con hipermetilacion de
la region promotora del gen hMLHI, contribuian a la inactivacion de la proteina y, en ltimo término, al
“fenotipo mutador”'®*. Ademas de esto, también aparecié un pequefio porcentaje de pacientes con esta
alteracion epigenética que no mostraban inestabilidad de microsatélites'®.

En carcinoma endometrial esporadico, la inactivacion del gen hMLHI por hipermetilacion de su
promotor es la causa mas frecuente de MSI'®, seguido de mutaciones en los genes que componen la
maquinaria MMR (hMLH1, hMSH2 y hMSH6). Asi como en las proteinas hMSH2 y hMSH6 la pérdida
de expresion no parece ser debidas al silenciamiento epigenético'®*, h(MLHI presenta falta de expresion
proteica, como consecuencia de la metilacion anormal de su promotor. En la mayoria de los casos, estas
pérdidas de expresion de hMLHI1 se correlacionan con pérdidas de expresion de proteina hPMS2,
consecuencia de la degradacion masiva de esta al no poder formar el complejo MutLa con hMLH1. Por el
contrario, la deteccion de expresion de proteina hMLHI1 en ausencia de expresion de hPMS?2 sugiere
mutaclig)snleég en el gen hMLHI de tipo “missense”, donde la proteina estd presente pero en una forma no
activa ",

EPIGENETICA

La organizacioén del genoma en la célula viene determinada por el empaquetamiento del DNA en
una estructura muy compacta llamada cromatina. Esta estructura es la que en ultimo término establece
como los genes son activados o silenciados por favorecer o reprimir su actividad transcripcional®’.

La epigenética es la rama de la genética que se encarga de estudiar los cambios en el DNA que no
afectan a la secuencia nucleotidica pero que producen cambios en su expresion. Estos cambios pueden ser
transmitidos a las células hijas, y en la mayoria de los casos se ha comprobado que pueden ser revertidos.
Hasta la fecha, han sido identificados muchos tipos de procesos epigenéticos siendo los mas estudiados la
metilacion del DNA, el remodelamiento de la cromatina, la acetilacion de histonas y los RNA de
interferencia. Todas estas modificaciones epigenéticas intervienen en procesos celulares de especial
importancia biologica, entre ellos el cancer. La regulacion epigénética mas importante en cancer aparece
en los genes supresores de tumores y genes relacionados con la reparacion del DNA y es de suma
importancia ya que en células cancerosas estos genes no solo presentan alteraciones puntuales en su
secuencia codificante, sino también defectos epigenéticos.

4. METILACION DEL DNA

De todas las modificaciones de la cadena de DNA, exceptuando los cambios de secuencia, es la
metilacion el proceso con mas repercusion bioldgica y mas estudiado hasta el momento. La metilacion del
DNA constituye un mecanismo de supresion de la expresion génica y es el principal regulador de los
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genomas “in vivo”. Esta modificacion consiste en la unién covalente de un grupo metilo en la posicion 5°
del nucledtido citosina para formar metilcitosina. Esta reaccion se lleva a cabo mediante enzimas de la
familia de las DNA metiltransferasas (DNMT1, DNMT3A y DNMT3B) que transfieren estos grupos
metilo desde un sustrato'®® (figura 12A).
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Figura 12, A) Metilacion de las citosinas de las islas CpG a metilcitosinas por accién de las DNA metiltransferasas,
B) Efecto de la hipermetilacion de DNA en cancer por silenciamiento de la expresion génica.

De forma general, las citosinas susceptibles de metilacion son las que se encuentran en los
dinucle6idos CGs llamandose islas CpG, por encontrarse reunidas en grupos y unidas por fosfatos. Las
islas CpG se encuentran de forma frecuente en regiones promotoras de los genes, regiones centroméricas,
retrotransposones, etc. Por esta razon, los efectos de la metilacion del DNA producen una inhibicion de la
transcripcion; al bloquear la union de factores de transcripciéon'®

Cuando la metilacion de los promotores se potencia, se produce un silenciamiento de genes que
ven disminuida su expresion. En el contexto del cancer es relevante la hipermetilacion de promotores a
nivel de los genes supresores de tumores, genes relacionados con la reparacion de DNA, genes
relacionados con el control del ciclo celular, apoptosis, etc, ya que la supresion de estos produce una
ventaja en procesos de proclives al desarrollo de tumores (figura 12B)"¢7:170,

Aunque menos estudiado y quiz4d con menor repercusion, el fenomeno de hipometilacion de DNA,
también puede contribuir al desarrollo tumoral. En este caso, las regiones susceptibles de esta metilacion
anormal disminuida son regiones repetitivas de retrotrasposones que pueden llegar a translocarse,
aumentando de esa manera la inestabilidad genomica'”'. También determinados promotores de oncogenes
pueden ver aumentada su expresion de manera anormal y con ello su actividad, como parece ser el caso
del gen R-ras' "%,

En los carcinomas endometriales se ha comprobado que existen varios genes que sufren este
fenémeno como el gen supresor de tumores PTEN, en el que puede constituir el “second hit” que produce
inactivacion bialélica™"”.

Como ya se ha apuntado anterioirmente, el gen hMLHI, que perteneciente a la maquinaria de
reparacion MMR, también puede estar hipermetilado, contribuyendo a la aparicion de MSI y del
“fenotipo mutador” aumentando la susceptibilidad a la acumulaciéon de mutaciones en otros genes
relacionados con la carcinogénesis endometrial'®"+'%?,
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A pesar de que tanto PTEN como hMLHI son los genes con mayor inactivacion por
hipermetilaciéon de sus promotores, se han descrito hipermetilaciéon de los promotores de otros genes
relacionados con el desarrollo de carcinoma endometrial, como son los genes CDHI*""!
CDKN2A™'33 Ambos genes, supresores de tumores, muestran ausencia de expresion a pesar de no
detectarse alteraciones en su secuencia codificante lo que sugiere que debia de existir otro mecanismo de
inactivacion independiente de las alteraciones puntuales y que contribuia a su silenciamiento'”.

5. MODIFICACION DE HISTONAS

Los nucleosomas son las unidades estructurales de la cromatina y estan formadas por octameros de
proteinas histonas (H2A, H2B, H3, H4) que envuelven un segmento del DNA de unas 146 bp
aproximadas y que se estabilizan con el ensamblaje de la histona H1. Estas histonas presentan dos
dominios: una regioén central plegada que interacciona con la cadena del DNA y un dominio amino
terminal poco estructurado que consiste en una cadena de unos 20 a 30 aminoacidos. La composicion de
estas proteinas es muy caracteristica por su elevado contenido en residuos de lisina, sobre todo en su
extremo amino terminal, que les confiere carga eléctrica positiva'’*. Esta caracteristica les hace idoneas
para la regulacion del empaquetamiento del DNA, ya que esta molécula exhibe carga eléctrica negativa
por los enlaces de los grupos fosfato que unen los nucleétidos. Ademas, el empaquetamiento del DNA
guia estructuras de compactacion mas complejas dando lugar a las fibras de cromatina y, en ultimo
término, a los cromosomas (figura 13). Las proteinas histonas pueden sufrir modificaciones post-
traduccionales por reacciones de acetilacion, metilacion, fosforilacion, sumoilacion, ubiquitinaciéon, ADP-
ribosilacion, etc, en sus residuos de lisina, serina o arginina presentes en estos extremos amino terminales,
llamados comunmente colas'”’. De forma general, la mayoria de estas modificaciones covalentes
neutraliza la carga positiva de estos residuos y desestabiliza la estructura del nucleosoma, permitiendo el
desenrollamiento parcial de las hebras del DNA, y el consiguiente acceso de los factores de transcripcion,
que acaba modificando los patrones de la expresion génica. Por el contrario, la cromatina
trasncripcionalmente silenciada estd compuesta de nucleosomas en los cuales estas colas han sufrido
bajos niveles de modificaciones post-traduccionales, de tal forma que conservan su carga y con ello su
alta afinidad por la hebra del DNA'™. En los tiltimos afios se ha ido desentramando el efecto de muchas
de estas modificaciones en residuos concretos, determinandose que muchas de ellas también contribuyen
al silenciamiento genético.

A todo el conjunto de modificaciones covalentes de las histonas y sus efectos se ha propuesto
denominar “codigo de histonas”, ya que cada una de ellas determina especificamente el tipo de actividad
que se va a producir en los genes diana y con ello se regula la actividad de las diferentes regiones de la

c 175
cromatina .
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Figura 13, Empaquetamiento del DNA en los nucleosomas a través del octimero de histonas y formacién de fibras de
cromatina que forman los cromosomas.

2.1.Deacetilasas de Histonas (HDAC)

Las deacetilasas de histonas (HDAC) pertenecen a una familia de enzimas que actiian en la
modificacion post-traduccional de las proteinas histonas. Estas modificaciones, que suceden a través de la
desacetilacion de determinados residuos de lisina, ayudan a regular la actividad transcripcional del

genoma' .

Hasta la fecha se han descrito 18 proteinas HDAC que pueden dividirse en al menos tres clases
diferentes basdndose en la homologia de su secuencia, expresion, localizaciéon y requerimiento de
cofactor. Las HDAC 1, 2, 3, 8 y 11, comprenden la clase [; HDAC 4, 5, 6, 7, 9 y 10 pertenecen a la clase
IT y proteinas sirtius (SIRT) 1 a 7 son miembros de la clase III. Las proteinas HDAC pertenecientes a la
clase I son mayoritariamente nucleares, altamente ubicuas y su secuencia consta de entre 350 y 500
aminoacidos, mientras que las HDAC de la clase II tienen mas de 1000 aminoacidos, se localizan
sobretodo en el citoplasma, y son mas especificas de tejido actuando en la diferenciacion de células
cardiacas y de musculo esquelético estriado. Las HDAC clase III son NAD+ dependientes y pueden estar
implicadas en otras funciones como la ubiquitinacion'”.

En el caso de la clase I de las deacetilasas de histonas, HDAC1 y HDAC2 se localizan
exclusivamente en el ntcleo de las células, mientras que HDAC3 puede encontrarse tanto en el nicleo
como en el compartimento citoplasmatico'”®. HDACS, parece localizarse casi unicamente en el
citoplaslgrgla, lo que no parece ajustarse de una forma muy precisa a la funcidon general de las demas
HDAC ”.

Todas las HDAC, independientemente de la clase a la que pertenecen, actiian hidrolizando los
enlaces de los grupos acetilo de los residuos de lisina que, en el caso de los nucleosomas, pertenecen a las
colas de las histonas H3 y H4, histonas situadas en el centro del nucleosoma. Se han descrito de
veinticuatro a veintiséis sitios potenciales de acetilacion que pueden ser también modificados por la
familia de enzimas acetiltransferasas de histonas (HAT), que actiian catalizando el traspaso de un grupo
acetilo desde una molécula de acetil-CoA a los grupos g-amino de las lisinas, y por tanto tiene una accion
antagénica a la de HDAC regulando la expresion génica mediante modificaciones transitorias y
reversibles'”®. Asi, la acetilacion es caracteristica de wuna estructura abierta de cromatina
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transcripcionalmente competente, mientras que la desacetilacion se ha asociado con un estado represivo
de la cromatina cerrada y compacta que no permite la transcripcion'®’ (figura 14).

Represion de la expresion genética

Histonas

Desacetilacion

JJX’%@' Grupo acetilo
Activacion de la expresion genética L i /
\\\ CH, >

e

Figura 14, Efecto de la acetilacion y desacetilacién de histonas mediada por proteinas HAT y HDAC donde se produce
activacion o represion de la actividad transcricional.

Todas las enzimas HDAC actuan formando complejos multiproteicos con factores represores de la
transcripcion. En el caso de HDAC1 y HDAC2 forman por lo menos tres complejos diferentes que
contienen factores como mSin3A"’, NRD'®' y CoREST'®. HDAC3 por otro lado, se acompleja con N-
CoR y SMRT'. Ademas, se ha comprobado que en estos complejos suelen estar presentes proteinas
HAT, que junto con HDAC actian de manera coordinada para producir una regulaciéon fina del
remodelamiento de la cromatina y el control de la expresion génica184

Aunque inicialmente la accién de las proteinas HDAC fue restringida al compartimento nuclear'™
en los ultimos afos se ha comprobado que su actividad comprende también la desacetilacion de otras
proteinas no histonicas, que pueden localizarse tanto en el nicleo como en el citoplasma, como son los
casos de p53 y a-tubulina, entre otras'*>'*>1%,

En los ultimos afios y debido a todas estas acciones en la regulacion de la expresion génica a través
de la transcripcion y modificacion post-traduccional de determinadas proteinas, se ha empezado a
relacionar a las HDAC con procesos de regulacion del ciclo celular, proliferacion, diferenciacion,
inhibicion de la angiogénesis, apoptosis y por tanto en cancer'®"'7*" De forma general y en lo referente
a la relacion de HDAC:s con el desarrollo de cancer, se ha observado una sobreexpresion generalizada de
estas proteinas en diversos tipos de tumores. Asi, se ha descrito una sobreexpresion de HDACI1 en cancer
de prostata'®’, mientras que HDAC2 se detecta elevada en cancer gastrico, colorrectal, etc! 8818190 v oste
aumento parece correlacionarse con una disminucion de los niveles de p21. Muy recientemente ha sido
descubierta la primera mutacion en el gen de HDAC2 en el 25% de los tumores de colon, estomago y
endometrio'®".

Las proteinas HDAC estan relacionadas con cambios en la expresion de genes implicados con la
activacion de receptores hormonales esteroideos como son los de estrogeno y progesterona que, a su vez,
estan estrechamente relacionados con la aparicién de tumores endometrioides'’™'”>. Ademas, se les ha
relacionado con modificaciones de proteinas implicadas en los procesos tumorigénicos de los carcinomas
endometriales como son p53185, PTENI%, PI3K'™.
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En los ultimos afios, han cobrado especial interés en el campo de las nuevas terapias los
inhibidores de deacetilasas de histonas (HDACI) que en ensayos sobre lineas celulares de carcinoma
endometrial han obtenido resultados positivos y prometedores. Los HDACI producen la muerte celular
restaurando la integridad de las rutas apoptdticas que han sido bloqueadas o suprimidas en cancer'” y en
algunos estudios clinicos se esta probando su eficacia en el tratamiento de canceres hematoldgicos y
tumores sélidos' >’

2.2.0tros Efectos Post-Traduccionales de Histonas

Hasta el momento han sido descubiertas y caracterizadas hasta ocho modificaciones covalentes de
histonas, de entre las cuales, las mas estudiadas son la acetilacion, metilacion y fosforilacion'”® (tabla 3).
La metilacion puede suceder tanto en residuos de lisina como de arginina y de forma multiple, es decir,
pueden aparecer mono-, di- o trimetiladas, lo que dificulta su estudio en los efectos que presenta sobre la
cromatina. Estas modificaciones son producidas por enzimas metiltransferasas de histonas (HMT), y a
diferencia de la metilacion de DNA, puede producir activacion o represion de la transcripcion
dependiendo de qué residuo es modificado y el tipo y grado de modificaciones existentes. Un ejemplo de
esto ocurre cuando se produce una trimetilacion de las lisinas 4, 36 y 79 de la H3 lo que produce una
activacion de los promotores, mientras que la trimetilacion de las lisinas 9 y 27 de la misma histona y 20
de la H4 produce represion transcripcional'®’. Sin embargo, esta correlacion todavia no estéd clara ya que
otras modificaciones en otras histonas o en las mismas pueden interferir en el resultado.

Con la excepcion de la metilacion, las demas modificaciones producen un cambio en la carga neta
de los nucleosomas, que afecta a las interacciones DNA e histonicas u otros factores que pudieran acceder
a la cromatina. Todas estas modificaciones requieren de familias de enzimas que catalizan la transferencia
de los grupos quimicos, asi como enzimas que los eliminan, y que por tanto son susceptibles de interferir
en los procesos dinamicos de la regulacion de la transcripcion y con ello en la carcinogénesis™.

Tabla 3, Resumen de las posibles modificaciones post-traduccionales de histonas, donde se apunta el tipo de modificacién, la

funcién sobre la transcripcién y la familia de enzimas que la realiza'*®.

~ Modificacion Funcién Enzimas N
Acetilacion Activacion de la transcripcion Acetiltransferasas (HAT)
Metilacion de lisinas Activacion o represion de la transcripcion Lisina metiltransferasas (MTA)
Metilacion de argininas | Activacion o represion de la transcripcion Arginina metiltransferasas (MTA)
Fosforilacion Activacion de la transcripcién Serina/treonina kinasas
Ubiquitinacién Activacion o represion de la transcripcion Ubiquitilasas
Sumoilacion Represion de la transcripcion 2
ADP-ribosilacion (Activacion o represion de la transcripcion? Poli ADP-ribosapolimerasas (PARPs)

6. REMODELAMIENTO DE LA CROMATINA

El remodelamiento local de la cromatina y los cambios dindmicos de los nucleosomas en el
empaquetamiento del DNA son puntos clave en la regulacion de la expresion génica, que posteriormente
afectara al correcto funcionamiento de la célula, a su diferenciacion y proliferacién posterior. La propia
estructura de la cromatina puede alterar, de igual modo que lo hacen las enzimas modificadoras de
histonas, la activacion transcripcional, bloqueando o favoreciendo el acceso de factores de transcripcion a
las secuencias que reconocen, evitando el ensamblaje de la maquinaria basal de tanscripcion’.

Este punto de regulacion aparece por modificacion en este caso, no covalente, de nucleosomas y se
basa en la posicion que ocupan éstos en el DNA y que llevan asociados la hidrélisis de ATP*. Este
efecto produce desplazamiento o desestabilizacion de de los nucleosomas, produciendo el encubrimiento
o exposicion de la secuencia de DNA. En los genomas eucarioticos se ha comprobado que existe un
patron de colocacion de estos que dista mucho de ser al azar. En este patron destacan regiones libres de
nucleosomas (NFR) en los extremos 5" a 3" de los genes, que son usados para el ensamblaje y
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desensamblaje de la maquinaria de transcripcion, mientras que las regiones codificantes internas de los
genes parece que se colocan aleatoriamente. La pérdida de un nucleosoma anterior al lugar de un
promotor estd directamente relacionada con la activacion del gen, mientras que la ocupacion de un
nucleosoma en uno de estos lugares implica la represién de la transcripcion®®.
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Los carcinomas endometriales son los tumores ginecologicos mds comunes en paises
desarrollados'. La mayoria de los casos pueden dividirse en dos categorias basadas en las caracteristicas
clinico-patologicas de las pacientes y las caracteristicas moleculares de los tumores. Ademas, la transicion
de endometrio sano a carcinoma parece venir determinado por la acumulacion seriada de alteraciones en
las vias de sefializacion celular, desencadenando disfunciones en los procesos celulares de crecimiento,
diferenciacion, apoptosis, adhesion, etc, todos ellos procesos de suma importancia para el mantenimiento
de la estabilidad celular'>*".

Los cambios moleculares mas comunes en el carcinoma endometrial han sido intensamente
estudiado y se relacionan con las vias sefializacion intracelular de PTEN®’ y PI3K86, KRASlO, Wnt14’21,
p53'"3 etc. No obstante, la patogénesis molecular del carcinoma endometrial continta sin ser totalmente
entendida y resulta controvertida.

Por otra parte, en la carcinogénesis endometrial esporadica se aprecia la aparicion de inestabilidad
de microsatélites (MSI) como evento en la formacion del tumor”, lo que sugiere la disfuncion de alguno
de los integrantes de la maquinaria MMR. La causa de esta inestabilidad se atribuye mayoritariamente a
los procesos de hipermetilacion del promotor del gen hMLH1'*"'%, No obstante, como en carcinoma
endometrial hereditario se han descrito mutaciones en los genes del sistema MMR'>>, hMLH1 y hMSH2,
en tumores de endometrio esporadicos constituyen un proceso no muy estudiado a pesar de que el
silenciamiento epigenético de hMLH1 no explica todos los casos con MSI.

Las HDAC clase I, junto con las HAT, actian en el control de la expresion genética por
modificacion de la afinidad histona-DNA formando parte de complejos multiproteicos junto con los
receptores de estrogeno'”’ y p53'"’, dos factores implicados en la transformacion de endometrio sano a
tumoral. El interés de estas proteinas en procesos tumorales se incrementa por la aparicion de HDACI
como nueva terapia anticancerosa' '**"’. Por todo ello, resulta de gran interés el estudio de la
implicacion de estas proteinas en el desarrollo de cancer de endometrio esporadico.

Por ello, nos hemos propuesto como objetivos de este trabajo:

® Primer objetivo: estudiar la organizacion de los genes PTEN, PIK3CA, KRAS, BRAF, CTNNBI,
TP45, CDHI1 y CDKN2A.

® Segundo objetivo: estudiar la inestabilidad de microsatélites, la presencia de patrones de metilacion
alterados en los promotores de los genes hMLH1, hMSH2 y hMSH6; y la incidencia de mutaciones en los
genes hMLH1 y hMSH2.

® Tercer objetivo: estudiar la expresion de las proteinas deacetilasas de histonas HDAC1, HDAC2 y

HDAC3 en carcinoma endometrial y analizar la presencia de la mutacion en la region Ay del exon 1 del
gen de HDAC2.
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5. PACIENTES

5.1. TEJIDO TUMORAL

Se han estudiado 42 muestras de carcinoma endometrial procedentes del servicio de Anatomia
Patolégica del Hospital Universitario de Salamanca, obtenidas por extirpacion quirtirgica e inmediata
conservacion a -80°C hasta su procesamiento. Estas muestras fueron analizadas para establecer el tipo y
grado histologico segun las recomendaciones de la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia
(FIGO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)®, concluyéndose que la muestra se componia de
28 carcinomas endometrioides de diferente grado y variante, 5 carcinomas serosos, 1 carcinoma de
células claras, 2 carcinomas mixtos y 6 sarcomas (5 carcinosarcomas y 1 sarcoma del estroma). La edad
media de las pacientes con carcinoma endometrial fue de 69 afios +10.

5.2. SANGRE PERIFERICA

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron, siempre que fue posible, por venopuncion
antecubital de las pacientes operadas de carcinoma endometrial en el servicio de Ginecologia del Hospital
Clinico de Salamanca e inmediata conservacion a 4°C hasta su procesamiento. Todas ellas fueron
obtenidas previo consentimiento informado, siguiendo las normas legales para Estudios Clinicos en
Espafia y las del Comité de Etica del Hospital Universitario de Salamanca.

6. OBTENCION DE DNA A PARTIR DE TEJIDO TUMORAL
Y SANGRE PERIFERICA

La obtencion de DNA a partir de tejido tumoral se realizé a partir de 100 mg de muestra, que se
homogenizé con Politron® en 0,75 pL de tampon Fornace (0,25 M Sacarosa, 50 mM Tris-HCI (pH 7,5),
25 mM MgCl,).

La obtencion de las células mononucleadas de la sangre se realiz6 a partir de 10 mL de sangre
periférica mediante centrifugacion repetida y lisis eritrocitaria con solucion hipotonica (centrifugacion de
la sangre total en 50 mL de ddH,O (bidestilada) a 4°C, durante 30 minutos, 1500 r.p.m.). Tras la

recuperacion de la interfase y lisis de la fraccion eritrocitaria, se lavaron las células mononucleadas en
tampon Fornace y se precipitaron mediante centrifugacion a 580 g durante 20 minutos. El boton de
células nucleadas se resuspendié nuevamente en tampén Fornace a una concentracién estimada de 5x10°
células/mL.

La extraccion de DNA continu6 afiadiéndose EDTA (4cido etilendiamino tetraacético) 0,5 M pH 8,
el cual es un quelante de iones divalentes que dificulta la accion de las endonucleasas; SDS (Dodecil
Sulfato Sédico) a una concentracion final de 10%, que disuelve las membranas celulares; y Proteinasa K
(Boehringer Mannheim), a una concentracion final de 20 pg/mL, que degrada proteinas. Esta mezcla se
incubd a 55°C durante 8 a 16 horas. Tras esta incubacion, se procedid con un tratamiento de fenol
tamponado y CIAA (cloroformo: alcohol isoamilico 24:1) y se sometid a centrifugacion. El DNA, que
quedo en la fase acuosa, se limpid de otros residuos resuspendiendo la fraccion correspondiente en CIAA
y sometiendo a otra centrifugacion. Tras este paso, se afiadid a la fase acuosa, etanol absoluto frio (-
20°C), lo cual hizo precipitar el DNA. Este se recupero y lavé con etanol 70% con una centrifugacion, se
dejo evaporar el etanol residual y, posteriormente, se disolvié en 100 pL de ddH,O.

La concentracion y el grado de contaminacion proteica del DNA obtenido, se calculd tras medir su
absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en un espectrofotometro Nanodrop® ND1000 por medio

de la siguiente formula:

pg de DNA/mL = (D'O'zso) x (factor de dilucién) x (50)
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El multiplicador 50 es un factor de correccion introducido debido a que la unidad de densidad
optica con luz de longitud de onda 260 nm corresponde con el valor de absorbancia que tienen 50 pg de
DNA/mL.

Se considera como valores adecuados de cociente D.O., /D.O. 280° los comprendidos entre 1,65 y

2,0, para la medida del grado de contaminacion proteica. Valores inferiores a los sefialados indican
contaminaciéon por proteinas o por solventes organicos, realizandose en estos casos una nueva
purificacion del DNA. Valores superiores parecen indicar un exceso de RNA, el cual se eliminé con un
tratamiento de RNAsa y purificacion nuevamente segun el método antes descrito.

Las muestras de DNA de concentracion aproximada entre 1000 y 1500 pg/mL, se almacenaron en

tubos Eppendorf® a -20°C, con el fin de evitar tanto la degradacion progresiva del DNA como su posible
contaminacion bacteriana.

7.OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS

7.1. TEJIDO TUMORAL

Para la extraccion de proteinas de la muestra tumoral se utilizé 1 mL de tampon RIPA (1% NP40,
0,5% deoxicolato sdédico, 0,1% SDS, 1x PBS) y 20 pl de inhibidor de proteasas API 100x (1% aprotinina,
1% pepstatina y 1% leupeptina) y se procedié a la homogenizacion de 100 mg de tejido con Politréon®.
Una vez homegeneizado, se incub6 en hielo durante 30 minutos, durante los cuales se realizaron repetidos
vortex y, posteriormente se centrifugd a 12000 g durante 20 minutos a 4°C. Tras esta centrifugacion, se
recogio el sobrenadante, que es el que contiene el lisado proteico y se almacend en tubos Eppendorf® a -
80°C, con el fin de evitar la desnaturalizacion y degradacion progresiva de la muestra.

7.2. LINEAS CELULARES

Para la extraccion de proteinas de placas de cultivo procedentes de lineas celulares se procedié a
retirar el medio de cultivo y a realizar tres lavados sobre estos cultivos con 1x PBS. En cada placa de
cultivo se afadieron 800 pL de tampon de lisis frio con inhibidores de proteasas (Amersham Pharmacia
Biotech). Después de 10 minutos de incubacion en hielo, se recogieron las células mediante raspado y se
pasaron a tubos Eppendorf®. Los lisados se agitaron en vortex durante 1 minuto y se centrifugaron a 4°C
durante 10 minutos a 10000 g, para recoger después los sobrenadantes, que contienen los extractos
proteicos totales, y utilizarlos inmediatamente o congelarlos para su conservacion a -80°C. La
concentracion de cada extracto proteico se determind mediante medicion directa en Nanodrop® ND1000
a valores de absorbancia de 260 nm.

8.ESTUDIO MOLECULAR DE GENES RELACIONADOS
CON EL CARCINOMA ENDOMETRIAL
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8.1. AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA MEDIANTE
PCR (“Polymerase Chain Reaction”)

Las reacciones de amplificacion se realizaron con los productos comerciales Eppendorf® 5 prime
y Master Mix (Promega). Cada reaccion fue preparada afadiendo 12,5 pL de mezcla comercial (22 mM
tris-HCI (pH 8,4), 55 mM KCl, 1,65 mM MgCl,, 220 uM dNTPs, 22 U Taq DNA polimerasa), 1,0 uL de
mezcla de los dos oligonucleodtidos flanqueantes y 1,0 L. de DNA obtenido por el método anteriormente
descrito (concentracion entre 0,1 y 0,2 pg/mL). El volumen final de reaccion fue en todos los casos 25
uL, que se ajusté con ddH,O libre de nucleasas. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un
termociclador de Applied Biosystems. Las condiciones generales de amplificacion en el termociclador
fueron las siguientes (figura 15):
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Figura 15, Esquema representativo de los programas del termociclador para la amplificacion de fragmentos de DNA
mediante PCR, donde A es el tiempo de desnaturalizacion previa, BCD son las tramos de desnaturalizacion, anillamiento de
los oligonucleétidos y elongacién, y E es el tiempo de extensién final seguido de una bajada de temperatura para su
conservacion (F), cuando finaliza. Se incluyen las respectivas temperaturas de cada tramo y el nimero de ciclos de BCD.

Para asegurar la ausencia de contaminacién en la amplificacién y que las reacciones hayan sido
especificas, para cada mezcla de reaccion se prepard siempre como control negativo una reaccion paralela
conteniendo todos los reactivos menos el DNA a amplificar.

8.2. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Los fragmentos amplificados o purificados de DNA, fueron separados por su tamafio mediante
electroforesis en geles horizontales de agarosa al 1,5-2% con tamp6n 0,5 TBE (10x -0,089M Tris base,
0,089 M acido borico, 0,5 M EDTA (pH 8,0)).

En un pocillo de cada hilera en el gel de agarosa se cargaron 8§ pL de un marcador de tamafio de
DNA comercial que corresponde con el DNA del fago ¢X-174 digerido con la endonucleasa Haelll. Este
marcador de tamafio de DNA genera fragmentos de: 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118 y
72 bp. Para monitorizar la migracion del DNA a través del gel se incluyeron en el tampon de carga los
colorantes xileno, cianol y azul de bromofenol. Las electroforesis se llevaron a cabo con una diferencia de
potencial eléctrico constante de 120V durante 30 minutos.

Tras la electroforesis, los fragmentos se visualizaron utilizando Sybr Safe® (0,5 pL/mL), que actia
intercalandose entre las bases nitrogenadas de DNA y emite fluorescencia al ser expuesto a la luz UV.
Los resultados obtenidos fueron almacenados mediante un sistema de fotografia digital (Kodak DC40)
acoplado a un software informatico de tratamiento de imagenes (kodak Digital Science 1D).
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8.3. DETECCION DE MUTACIONES MEDIANTE  CSGE-
HETERODUPLEX

Las muestras amplificadas por PCR fueron desnaturalizadas a 95°C durante 5 minutos, y enfriadas
1°C por minuto hasta 32°C para su nueva renaturalizacién. Con este proceso se busca hibridar hebras de
DNA procedentes de ambos alelos (heteroduplex) en los que uno pudiera tener alguna alteracion y
producir una distorsion en la doble hélice que diera un patrén anormal en la migracion electroforética
(figura 16). La preparacion de las muestras para la electroforesis fue de 4 a 15 pL de los productos de
PCR mezclado con 1 a 3 pL de tampodn de carga (Cambrex).

A Homoduaplex B

calentamlento
enfrlamlento l I l l
Alelo Alelo
“Wild type” Mutado

Heteroduplex

Figura 16, A) Esquema de la formaciéon del heterodplex tras la desnaturalizacion y renaturalizacion de los fragmentos
amplificados en heterocigosis. B) Visualizacién de este heterodiiplex en los geles de CSGE.

Se emplearon para ello, geles MDE (Cambrex), que es un polimero de acrilamida modificado
derivado del vinilo para realizar la electroforesis vertical de los productos de PCR amplificados y se
analizaron los patrones de migracion anormal que pudieran indicar la presencia de mutaciones. Cada gel
se prepard atendiendo a las siguientes cantidades: ddH,O 7,705 mL, formamida 99% 5,98 mlL,
etilenglicol 99% 4,025 mL, TBE 10x 2,415 mL, MDE® 2y 20,125 mL, TEMED (N, N, N, N’
Tetrametilendiamina) 36,8 PL, AMPS (persulfato de amonio) 25% 138 YL para un volumen final de
40,25 mL. La electroforesis se llevd a cabo con tampén 0,6x TBE. A cada gel se le aplicd una diferencia
de potencial eléctrico constante de 20V/cm durante 12 a 18 horas, o 180V durante aproximadamente 21
horas (el tiempo varié dependiendo del tamafio del fragmento de PCR a analizar).

Finalmente cada gel fue tefiido con el kit comercial PlusOne® DNA Silver kit (Amersham
Biosciences) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Los fragmentos resultantes fueron
visualizados y analizados en un transiluminador. La deteccion de un patron de migracion anormal
conllevo la purificacion del producto de PCR correspondiente y secuenciacion automatica directa para
visualizar la secuencia nucleotidica exacta.

8.4. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA
AMPLIFICADOS POR PCR

La purificacion de fragmentos de DNA procedentes de amplificacion fue realizada mediante el
sistema de 5 Prime PCR Extract®, segun las recomendaciones del fabricante. Tras la purificacion se
procedid a una nueva electroforesis en gel de agarosa para comprobar tanto la eficacia de la purificacion
como la cantidad purificada. Las reacciones para la secuenciaciéon automatica se llevaron a cabo
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preparando 40-60 ng del DNA amplificado con 3 pmol de oligonucleétido correspondiente, todo ello en
un volumen final de 8 pL de reaccion.

8.5. SECUENCIACION DE PRODUCTOS DE PCR

La secuenciacion automatica de los fragmentos de DNA procedentes de la amplificacion se llevo a
cabo en un secuenciador automatico ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems) en el
Servicio Central de Secuenciacion de la Universidad de Salamanca. La visualizacion de las secuencias se
llevo a cabo con ayuda del software Chromas.

8.6. AMPLIFICACION POR PCR DE LOS GENES IMPLICADOS EN
EL DESARROLLO DEL CARCIOMA ENDOMETRIAL

8.6.1.ANALISIS DEL GEN PTEN

Se amplificaron los 9 exones del gen PTEN en las 42 muestras de DNA provenientes de tumores
de endometrio utilizando los siguientes oligonucledtidos y las correspondientes condiciones de
amplificacion (tabla 4).

Una vez realizada la amplificacion, fueron analizados por secuenciacion automatica directa los
fragmentos correspondientes a los exones 5, 6, 7 y §; y mediante la técnica de CSGE-Heteroduplex, los
fragmentos correspondientes a los exones restantes. Posteriormente y siempre que fue posible, se extendid
el andlisis a las muestras de DNA de sangre periférica de las mismas pacientes en las que habia sido
encontrada alguna alteracion en su correspondiente muestra de DNA tumoral para comprobar la
naturaleza germinal o somatica de la alteracion.

Tabla 4, Secuencia de los oligonucledtidos para la amplificaciéon por PCR de los 9 exones del gen PTEN, con los tamaiios del
producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centigrados.

1 TCCTCCTTTTTCTTCAGCCAC GAAAGGTAAAGAGGAGCAGCC 147 54
2 GCTGCATATTTCAATCAAACTAA ACATCAATATTTGAAATAGAAAAT 116 54
C
3 TGTTAATGGTGGCTTTTTG GCAAGCATACAAATAAGAAAAC 114 50
4 TTCCTAAGTGCAAAAGATAAC TACAGTCTATCGGGTTTAAGT 147 54
5 TTTTTTTTTCTTATTCTGAGGTTATC GAAGAGGAAAGGAAAAACATC 312 50
6 AGTGAAATAACTATAATGGAACA GAAGGATGAGAATTTCAAGC 232 55
7 AATACTGGTATGTATTTAACCAT TCTCCCAATGAAAGTAAAGTA 220 55
8 TTTTTAGGACAAAATGTTTCAC CCCACAAAATGTTTAATTTAAC 258 55
9 GTTTTCATTTTAAATTTTCTTTC TGGTGTTTTATCCCTCTTG 245 54

8.6.2. ANALISIS DEL GEN PIK3CA

Se amplificaron los exones 7, 9 y 20 del gen PIK3CA en las 42 muestras de DNA provenientes de
tumores de endometrio utilizando los siguientes oligonucledtidos y las correspondientes condiciones de
amplificacion (tabla 5).
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Tabla 5, Secuencia de los oligonucleétidos para la amplificacion por PCR de los exones 7, 9 y 20 del gen PIK3CA, con los
tamaiios del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centigrados.

7 CCTTTTGGGGAAGAAAAGTG GAGAGAAGGTTTGACTGCCATAA 284 54
9.1 TGAAAATGTATTTGCTTTTTCTGT TCTCCTGCTCAGTGATTTCAGAG 195 51
9.2 GGGAAAATGACAAAGAACAGC ACATGCTGAGATCAGCCAAA 174 51

20.1 CATTTGCTCCAAACTGACCA TGTGTGGAAGATCCAATCCA 288 54
20.2 TTGGCTCTGGAATGCCAGAA GGTCTTTGCCTGCTGAGAGT 257 51

Una vez amplificados, los fragmentos fueron analizados mediante la técnica de CSGE-
Heteroduplex. Posteriormente y siempre que fue posible, se extendio el analisis a las muestras de DNA de
sangre periférica de las mismas pacientes en las que habia sido encontrada alguna alteracion en su
correspondiente muestra de DNA tumoral para comprobar la naturaleza germinal o somadtica de la
alteracion.

8.6.3.ANALISIS DEL GEN KRAS

Se amplificaron los exones 2 y 3 donde se encuentran los codones 12, 13 y 61 del gen KRAS en
las 42 muestras de DNA provenientes de tumores de endometrio utilizando los siguientes
oligonucleétidos y las correspondientes condiciones de amplificacion (tabla 6).

Tabla 6, Secuencia de los oligonucledtidos para la amplificacién por PCR de los exones 2 y 3 del gen KRAS, con los tamaiios
del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centigrados.

2 GATACACGTCTGCAGTCAACTG
3 GGTGCACTGAATAATTCCAGACT

GGTCCTGCACCAGTAATATG 340 57
CATGGCATTAGCAAAGACTCA 300 57

Una vez amplificados los fragmentos, fueron analizados mediante secuenciacion automatica
directa. Posteriormente y siempre que fue posible, se extendié el andlisis a las muestras de DNA de
sangre periférica de las mismas pacientes en las que habia sido encontrada alguna alteracion en su
correspondiente muestra de DNA tumoral para comprobar la naturaleza germinal o somadtica de la
alteracion.

8.6.4.ANALISIS DEL GEN BRAF

Se amplificaron los exones 11 y 15 del gen BRAF en las 42 muestras de DNA provenientes de
tumores de endometrio utilizando los siguientes oligonucledtidos y las correspondientes condiciones de
amplificacion (tabla 7).

Tabla 7, Secuencia de los oligonucleotidos para la amplificacion por PCR de los exones 11 y 15 del gen BRAF, con los
tamaiios del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centigrados.

11 TCCCTCTCAGGCATAAGGTAA
15 AAACTCTTCATAATGCTTGCTCTG

TAACACTGTTCAGTATTAT 231 53
GGCCAAAAATTTAATCAGTGG 231 55

Una vez amplificados, los fragmentos fueron analizados mediante la técnica de CSGE-
Heteroduplex. Posteriormente y siempre que fue necesario, se extendio el analisis a las muestras de DNA
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de sangre periférica de las mismas pacientes en las que habia sido encontrada alguna alteraciéon en su
correspondiente muestra de DNA tumoral para comprobar la naturaleza germinal o somatica de la
alteracion.

8.6.5.ANALISIS DEL GEN CTNNB1

Se amplifico el exon 3 del gen CTNNBI en las 42 muestras de DNA provinientes de tumores de
endometrio utilizando los siguientes oligonucleétidos y las correspondientes condiciones de amplificacion
(tabla 8).

Tabla 8, Secuencia de los oligonucledétidos para la amplificacion por PCR del exén 3 del gen CTNNBI, con el tamaiio del
producto y la temperatura de anillamiento empleada en grados centigrados.

TGCTTTTCTTGGCTGTCTTTC | CTGACTTTCAGTAAGGCAATGA

Una vez amplificado, el fragmento fue analizado mediante secuenciacion automatica directa.
Posteriormente y siempre que fue posible, se extendio el andlisis a las muestras de DNA de sangre
periférica de las mismas pacientes en las que habia sido encontrada alguna alteracién en su
correspondiente muestra de DNA tumoral para comprobar la naturaleza germinal o somadtica de la
alteracion.

8.6.6.ANALISIS DEL GEN TP53

Se amplificaron los exones del 4 al 10 del gen TP53 en las 42 muestras de DNA provenientes de
tumores de endometrio utilizando los siguientes oligonucledtidos y las correspondientes condiciones de
amplificacion (tabla 10).

Tabla 10, Secuencia de los oligonucledtidos para la amplificacién por PCR de los exones del 4 al 8 del gen TPS3, con los
tamaiios del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centigrados.

4 CAACGTTCTGGTAAGGACAA GCCAGGCATTGAAGTCTCAT 445 58
5 GCCGTGTTCCAGTTGCTTTA AGGAGGGGCCAGACCTAAGA 351 60
6 AGCGCTGCTCAGATAGCGAT TAAGCAGCAGGAGAAAGCCC 331 58
7 AAGGCGCACTGGCCTCATCTT GAGGTGGATGGGTAGTAG 266 58
8 GACCTGATTTCCTTACTGCCT TCTCCTCCACCGCTTCTT 219 58
9 GGAGACCAAGGGTGCAGTAT GCCCCAATTGCAGGTAAAAC 233 58
10 GGTACTTGAAGTGCAGTTTCT CAGCTGCCTTTGACCATGAA 344 58

Una vez amplificados los fragmentos, fueron analizados mediante secuenciaciéon automatica directa.
Posteriormente y siempre que fue posible, se extendio el andlisis a las muestras de DNA de sangre
periférica de las mismas pacientes en las que habia sido encontrada alguna alteracion en su
correspondiente muestra de DNA tumoral para comprobar la naturaleza germinal o somatica de la
alteracion.

8.6.7. ANALISIS DEL GEN CDH1

Se amplificaron los 16 exones del gen CDHI en las 42 muestras de DNA provenientes de tumores
de endometrio utilizando los siguientes oligonucledtidos y las correspondientes condiciones de
amplificacion (tabla 9).
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Una vez realizada la amplificacion, los fragmentos fueron analizados mediante la técnica de
CSGE-Heteroduplex. Posteriormente y siempre que fue necesario, se extendid el analisis a las muestras
de DNA de sangre periférica de las mismas pacientes en las que habia sido encontrada alguna alteracion
en su correspondiente muestra de DNA tumoral para comprobar la naturaleza germinal o somatica de la
alteracion.

Tabla 9, Secuencia de los oligonucledtidos para la amplificacion por PCR de los 16 exones del gen CDHI, con los tamafios

del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centigrados.

1 AATGCGTCCCTCGCAAGTCA GTGAACCCTCAGCCAATCAG 271 52
2 TCACCCGGTTCCATCTAC CAACCTCCTCTTCTTTAT 201 50
3 GCTCTTTTTAATCTGTC GTACCAAGGCTGAGAAACCT 339 55
4 CTTGTTCCTCATCTTCTTCTTTC CCCTTTCTCTCCTTGGTACT 260 55
5 GTTGGGATCCTTCTTTACTA AAATCCTGGTGGATGTTAC 398 55
6 CTCACTAGGTTCTTTCAG AACCTTTGGGCTTGGACA 313 55
7 AGCTTGTCTAAACCTTCATC GCTTAGACCATCACTGTATT 288 55
8 TTGGTTGTGTCGATCTCTCT CAGATGTACCCTTAGTCG 262 55
9 GTACTTGTAATGACACATCTC TGCCAGTTTCTGCATCTTGC 356 55
10 GTACTTGTAATGACACATCTC AACCAGTTGCTGCAAGTCAG 488 55
11 GTTGTTTGCTCGTCCTATTC GAACTAGCTAGGAGGTCGAG 248 55
12 TGGGGATTCATTACTCTTGC GCATGGCAGTTGGAGCAAAGT 312 55
13 TTTCCTCCCCTGGTCTCATC TGAGTCACTTGCCAGGA 386 55
14 CTCTCAACACTTGCTTC AGAGATCACCACTGAGCTAC 206 55
15 CATAGCCCTGTGTGTATGAC CGGATGCTTTGGCTTTCCAC 270 55
16 AGATGACATGTGTGCCCTTC ATTTCTGCATTTCCCAGCAC 390 55

8.6.8.ANALISIS DEL GEN CDKN2A

Se amplificaron los 2 exones del gen CDKN2A en las 42 muestras de DNA provenientes de
tumores de endometrio utilizando los siguientes oligonucledtidos y las correspondientes condiciones de
amplificacion (tabla 11).

Tabla 11, Secuencia de los oligonucledtidos para la amplificacion por PCR de los 2 exones del gen CDKN2A, con los
tamaiios del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centigrados.

1 GAAGAAAGAGGAGGGGCTG B T B

GCGCTACCTGATTCCAATTC 340 56
GCTCTACACAAGCTTCCTTTCCGTCA GACCGGAGACTGGTCTCCCGGGCTG 481 56

Una vez amplificados, los fragmentos fueron analizados mediante secuenciacion automatica
directa. Posteriormente y siempre que fue necesario, se extendio el analisis a las muestras de DNA de
sangre periférica de las mismas pacientes en las que habia sido encontrada alguna alteracion en su
correspondiente muestra de DNA tumoral para comprobar la naturaleza germinal o somatica de la
alteracion.

8.6.9.ANALISIS DEL GEN hMLH1

Se amplificaron los 19 exones del gen hMLH1 en las 42 muestras de DNA provenientes de
tumores de endometrio utilizando los siguientes oligonucledtidos y las correspondientes condiciones de
amplificacion (tabla 12).

Una vez realizada la amplificacion, los fragmentos fueron analizados mediante la técnica de

CSGE-Heteroduplex. Posteriormente y siempre que fue necesario, se extendid el analisis a las muestras
de DNA de sangre periférica de las mismas pacientes en las que habia sido encontrada alguna alteracion
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en su correspondiente muestra de DNA tumoral para comprobar la naturaleza germinal o somatica de la
alteracion.

Tabla 12, Secuencia de los oligonucleétidos para la amplificacion por PCR de los 19 exones del gen hMLH1, con los tamafios
del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centigrados.

1 TTCGACATGGCGGTGC GTCCCTCCCCAGCACG 285 56
2 ATGTACATTAGAGTAGTTGCAGACTGATAAATT AGTTTCCAGAACAGAGAAAGGTCC 221 56
3 CAAGAAAATGGGAATTCAAAGAGAT CTAACAAATGACAGACAATGTCATCAC 241 55
4 CCTTTGGTGAGGTGACAGTGG CAGGATTACTCTGAGACCTAGGCAA 221 56
5 TTTTCCCCTTGGGATTAGTATCTATC CCCTGAAAACTTAGAAGCAATTTTATTT 227 53
6 GGACATCTTGGGTTTTATTTTCAAG TGTTCAATGTATGAGCACTAGAACACA 235 56
7-8 GGGCTCTGACATCTAGTGTGTGTT AAAATAATGTGATGGAATGATAAACCA 417 56
9 TCTGATTCTTTTGTAATGTTTGAGTTTTG CATAAAATTCCCTGTGGGTGTTTC 241 55
10 CTGAGGTGATTTCATGACTTTGTGT GAGGAGAGCCTGATAGAACATCTGT 251 56
11 GTGGGCTTTTTCTCCCCCT CTCTCACGTCTGGCCGG 281 56
12 TTTTTTAATACAGACTTTGCTACCAGGAC GTTTTATTACAGAATAAAGGAGGTAGGCTG 346 55
13 CCAAAATGCAACCCACAAAATT AACCTTGGCAGTTGAGGCC 282 56
14 GGTGTCTCTAGTTCTGGTGCCTG TGCCTGTGCTCCCTGGA 271 56
15 CCCATTTTGTCCCAACTGGTT GAGAGCTACTATTTTCAGAAACGATCAG 203 56
16 TGGGAATTCAGGCTTCATTTG GCACCCGGCTGGAAATT 292 56
17 GCACTGGAGAAATGGGATTTG CCTCCAGCACACATGCATG 221 56
18 AGTCTGTGATCTCCGTTTAGAATGAG TTGTATGAGGTCCTGTCCTAGTCCT 241 56
19 CATCAGCCAGGACACCAGTG CGGAATACAGAGAAAGAAGAACACA 288 56
8.6.10. ANALISIS DEL GEN hMSH?2

Se amplificaron los 16 exones del gen hMSH2 en las 42 muestras de DNA provenientes de
tumores de endometrio utilizando los siguientes oligonucledtidos y las correspondientes condiciones de
amplificacion (tabla 13).

Una vez realizada la amplificacion, los fragmentos fueron analizados mediante la técnica de
CSGE-Heteroduplex. Posteriormente y siempre que fue necesario, se extendid el analisis a las muestras
de DNA de sangre periférica de las mismas pacientes en las que habia sido encontrada alguna alteracion
en su correspondiente muestra de DNA tumoral para comprobar la naturaleza germinal o somatica de la
alteracion.

Tabla 13, Secuencia de los oligonucleétidos para la amplificacion por PCR de los 16 exones del gen hMSH2, con los amaiios
del producto y las temperaturas de anillamiento empleadas en grados centigrados.

1 TTCGACATGGCGGTGC GTCCCTCCCCAGCACG 258 56
2 GAAGTCCAGCTAATACAGTGCTTGA AAACACAATTAAATTCTTCACATTTTTATTTT 301 53
3 AGAGTTTGGATTTTTCCTTTTTGC TCATGTCAATTAAAGAGCCTTTCC 241 56
4 TTCATTTTTGCTTTTCTTATTCCTTTT ATATGACAGAAATATCCTTCTAAAAAGTCACTAT 316 50
5 ACTGGATCCAGTGGTATAGAAATCTTC GCTTCTTCAGTATATGTCAATGAAAACA 285 53
6 GCGTAGTAAGGTTTTCACTAATGAGC CATGTGGGTAACTGCAGGTTACA 256 56
7 TGAGACTTACGTGCTTAGTTGATAAATTT GCACATTGCCAAGTATATATTGTATGAG 341 53
8 TGATGCTTGTTTATCTCAGTCAAAATT AATCTACAAACTTTCTTAAAGTGGCCTT 257 53
9 GTCTTTACCCATTATTTATAGGATTTTGTCA GTATAGACAAAAGAATTATTCCAACCTCC 217 56
10 ATTGAAAAATGGTAGTAGGTATTTATGGAA CACATCATGTTAGAGCATTTAGGGA 274 54
11 ATATGTTTCACGTAGTACACATTGCTTCTA TCAAATATCATGATTTTTCTTCTGTTACC 249 54
12 GGGTTTTGAATTCCCAAATG ACAAAACGTTACCCCCACAA 393 53
13 TGGGGGTAATATGGGCAGTA TCCTTCTCACAGGACAGAGACA 442 48
14 TGTGGCATATCCTTCCCAATG AATAATTTATACTAACTTAGAATAAGGCAATTACTG 452 55
A

15 TACATAAATTGCTGTCTCTTCTCATGC AAAAACCTTCATCTTAGTGTCCTGTTT 311 56
16 TAATTACTAATGGGACATTCACATGTGT TACCTTCATTCCATTACTGGGATTT 230 55
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8.6.11. ANALISIS DEL EXON 1 DEL GEN HDAC?2

Se amplificod el exén 1 del gen HDAC2 en las 42 muestras de DNA provenientes de tumores de
endometrio utilizando los siguientes oligonucleétidos y las correspondientes condiciones de amplificacion
(tabla 14).

Tabla 14, Secuencia de los oligonucleétidos para la amplificaciéon por PCR del exén 1 del gen HDAC?2, con el tamaifio
del producto y la temperatura de anillamiento empleada en grados centigrados.

1 ACCTCCCATTCGGAGCTTT CCACTCACCCTCTGAGTACT 282 55

Una vez amplificados, los fragmentos fueron analizados mediante secuenciacion automatica
directa. Posteriormente y siempre que fue posible, se extendié el analisis a las muestras de DNA de
sangre periférica de las mismas pacientes en las que habia sido encontrada alguna alteracion en su
correspondiente muestra de DNA tumoral para comprobar la naturaleza germinal o somatica de la
alteracion.

8.7. ESTUDIOS DE PERTENENCIA ALELICA DE MUTACIONES EN
EL GEN PTEN

Para determinar la pertenencia a uno u otro alelo de las mutaciones en el gen PTEN en las muestras
en las que aparecieron mas de una alteracion puntual se recurrié al clonaje de los fragmentos DNA de
interés en vectores de clonacion.

Para ello, se amplificaron mediante PCR los fragmentos donde fueron identificadas las mutaciones
y dichos productos fueron subclonados en el vector de clonacion pGEM®-T easy (Promega), constituido
por una doble cadena de DNA lineal que permite ligar en sus extremos productos de PCR para su
posterior secuenciacion, sin necesidad de que estos sean manipulados previamente. Este vector ofrece la
posibilidad de seleccionar por color las colonias que contienen las construcciones ligadas, ya que el sitio
de clonaje interrumpe una secuencia del operdn LacZ, y de seleccion de transformacion ya que contiene
un gen de resistencia a ampicilina (4mp ") (figura 17).

Xmn'| 2009

Scal 1880 \IE\’?&;?l 71
1
1 ori Apa | 14
Aat ll 20
Sph | 26
BsiZ | 31
Amp' Neol 37
pGEM?®-T Easy jacZ BstZ | 43
Vector T Mot | 43
(3015bp) Sac || 49
EcoR | 52
Spe | 64
EcoR | 70
Not | 77
BstZ | 7
. Pst | 88
ori Safl a0
Nde | 7
Sac | 109
BstX 1 118
Nsi | 127
141

T sprs

50



Pacientes y Métodos

Figura 17, Esquema del vector de clonacion pGEM®-T easy (Promega). Aparecen representados el mapa de restriccion de
enzimas de corte uinico y las secuencias funcionales de referencia.

Para realizar dichas construcciones, se procedié a la ligacién del material amplificado con el
vector, empleando de 2 a 5 uL. DNA del inserto y 20 ng del vector. Dicha mezcla se incubd en presencia
de la enzima T4 DNA ligasa 1U, 1 uL de tampon especifico (2x Rapid ligation buffer) y ddH,O hasta un
volumen de 10 pL durante 3 a 4 horas a una temperatura de 22°C o bien durante 15 horas a temperatura
de 15°C.

Las reacciones de ligacion fueron utilizadas para la trasformacion de la cepa bacteriana competente
TG1 derivada de E. Coli. Para ello, se sembr6 una colonia de esta cepa en medio 2xTY, y se dejo crecer a
37°C en agitacion hasta alcanzar una D.O.y, aproximada de 0,6. El cultivo se centrifugé a 1200 g durante
10 minutos a 4°C. El boton celular obtenido se resuspendié en 100 mL de CaCl, 100 mM a 4°C vy,
después de una nueva centrifugacion de iguales condiciones, las bacterias se resuspendieron en 100 mL
de CaCl, 100 mM. Se distribuyeron en cantidades de 120 pL que se congelaron inmediatamente en
nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Para la transformacion bacteiana, se utiliz6 a un volumen de 30 pL de bacterias competentes,
descongeladas en hielo previamente, que se incubaron con 5 pL de la reaccion de ligacion durante 1 hora
en hielo. Pasado ese tiempo, la mezcla se sometié a un choque térmico de 42°C durante 2 minutos, y se
afiadieron 200 pL de 2xTY, para proseguir con una incubacion de la mezcla a 37°C en agitacion durante
30 minutos. La bacteria transformada se sembro, junto con 50 pL de IPTG (20 mg/mL), que induce la
transcripcion del operon LacZ, y 50 pL del sustrato X-Gal (20 mg/mL), en medio s6lido preparado con
100 pg/mL de ampicilina para llevar a cabo la seleccion de transformacion. Las placas de cultivo se
incubaron en una estufa a 37°C durante 10 a 12h.

Las colonias blancas, que no adquirieron coloracion azul debido a que la clonaciéon del inserto
interrumpia la secuencia codificante del operdon LacZ presente en el vector, se sembraron en 8 mL de
2xTY suplementado con ampicilina y se incubaron a 37°C en agitacion constante durante 6 a 10 horas,
para aumentar su crecimiento, aumentar la replicacion del plasmido y con ello obtener mayores
cantidades de vector con la construccion de interés. Seguidamente, se centrifugaron los cultivos durante
10 minutos a 1500 r.p.m y se decantd el sobrenadante para obtener el boton bacteriano. La extraccion del
DNA plasmidico con el inserto se llevé a cabo mediante el kit comercial Rapid DNA plasmid Miniprep®
(GeneDan S.L.) segun las especificaciones del fabricante, empleando una lisis alcalina seguido de un paso
de precipitacion y neutralizacion que hace precipitar proteinas y DNA genémico de la bacteria, tras lo
cual se precipitd con isopropanol el DNA plasmidico y se procedido a la posterior purificacién y
concentracion con etanol al 70%.

Para analizar si las colonias seleccionadas contenian los vectores con los insertos de interés, se
realiz6 una digestion con enzimas de restriccion especificas del vector de clonacion. Se escogieron para
ello las enzimas Apal y Sacll (Fermentas) cuyos sitios de corte se encuentran localizados a ambos lados
del inserto y se usé un tampon de digestion especifico (10x B+ buffer). La incubacion se realizé durante
3 a 5 horas a 37°C segun recomendaciones del fabricante. La presencia de los insertos se comprobd
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Por ultimo, se procedio a la determinacion de la secuencia nucleotidica mediante secuenciacion
automatica del inserto usando los oligonucledtidos universales del vector de clonacion T7 y SP6 y
comprobando la presencia o ausencia de las alteraciones encontradas previamente.

8.8. ESTUDIOS DE PERDIDAD DE HETEROCIGOSIDAD DEL GEN
PTEN MEDIANTE DIGESTION CON ENDONUCLEASAS

Para comprobar la presencia de los dos alelos en el gen PTEN en muestras de carcinoma
endometrial, se procedid al estudio de un polimorfismo de este gen localizado en el intron 4
(IVS4+109ins5), consecuencia de la insercion de las bases ACTAA.
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Este estudio se realizd6 mediante amplificacion por PCR de la region donde se localiza este
polimorfismo, y posterior digestion con la endonucleasa AfIIl (BspTI) (Fermentas) del producto
amplificado.

Las condiciones de la amplificacion asi como la secuencia de los oligonucleotidos utilizados se

muestran a continuacion en la tabla 15.
Tabla 15, Secuencia de los oligonucledtidos para la amplificacién por PCR de la region del polimorfismo IVS4+109ins5
del gen PTEN, con el tamafio del producto y la temperatura de anillamiento empleada en grados centigrados.

Int 4 CTAATTGCATACACTTAATC | TAGGAAAAAGTATTGCATAAAG 453 56

La digestion del producto amplificado con la endonucleasa de eleccion se realizé segin las
especificaciones del fabricante en cuanto a concentracion de reactivos, buffer utilizado, temperatura y
tiempo necesario de incubacion. Esta endonucleasa produce un corte en la secuencia de DNA 5'-
C*TTAAG-3" de tal forma que cuando no estd presente la insercion del polimorfismo IVS4+109ins5, la
endonucleasa no produce el corte en la secuencia y podemos ver un tnico fragmento de un tamafio de 453
bp. Cuando el polimorfismo de la insercion de 5 bp ocurre en ambos alelos se genera una secuencia de
corte para la endonucleasa AfIIl de tal forma que el resultado de la digestion produce un fragmento de
425 bp y 23 bp; y cuando el polimorfismo se encuentra en heterocigosis, el corte se producira en un tinico
alelo, generando fragmentos de tamaios 453 bp, 425 bp y 23 bp (figura 18).

El resultado de la digestion de fragmentos de PCR se resolvio realizando una electroforesis en gel
de agarosa segun las especificaciones apuntadas anteriormente en este trabajo.

ion del fragmento de PCR del polimorfismo
cador de pesos moleculares, pocillo 2 muestra
homocigota para la insercion. La banda de 23
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8.9. ESTUDIOS DE PERDIDAD DE HETEROCIGOSIDAD DE TP53
MEDIANTE PCR A TIEMPO REAL CUANTITATIVA
COMPARATIVA

Para comprobar la presencia de los dos alelos del gen TP53 en muestras de DNA tumoral de
carcinoma endometrial, recurrimos a la técnica PCR a tiempo real cuantitativa comparativa. Esta técnica
permite detectar y evaluar la progresion de la reaccion de amplificacion en cada uno de sus ciclos. Se
fundamenta en la adaptacion a un termociclador de un lector de fluorescencia, que detecta la
fluorescencia emitida por sondas o componentes intercalantes unidos al DNA. La monitorizacion de esta
fluorescencia permite analizar la cinética de la PCR en cada uno de sus ciclos, determinando el nimero de
copias del fragmento de interés al inicio de la reaccion. Este valor se puede cuantificar con gran precision
a través del ciclo umbral (Ct). EI Ct es el numero de ciclos necesarios para que se produzca un aumento
de fluorescencia significativo con respecto a la sefial de base, y es inversamente proporcional a la
cantidad inicial de moléculas molde (figura 19).

Por tanto, el uso de la PCR a tiempo real cuantitativa comparativa, permite cuantificar la cantidad
de DNA de un determinado fragmento comparando esta amplificacion con otra realizada
simultdneamente y siempre que ambas pertenezcan a la misma muestra. Para analizar estos cambios
relativos se elige como patron un fragmento de referencia que no varie su carga genética en la patologia a
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analizar. Comparando los Ct del fragmento de referencia con el fragmento problema en la muestra de la
paciente y de un control, se pueden determinar cambios relativos en la carga genética como pérdidas de
heterocigosidad, grandes deleciones o amplificaciones en el gen de interés. De este modo, las cantidades
relativas de los dos productos seguirdn siendo las mismas si la cantidad de los fragmentos de DNA de
partida son iguales; o por el contrario, si hubiera una discrepancia en estos valores iniciales, la cantidad de
los fragmentos de DNA amplificados mostraria diferente cinética y por tanto diferente fluorescencia
emitida.
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Figura 19, Grafica de la curva de amplificacion de la PCR a tiempo real cuantitativa comparativa, donde se representa en
el eje de abscisas el nimero de ciclos de la reaccion y en el eje de ordenadas la diferencia de luorescencia emitida (diferencia
entre valor medido y el valor residual al inicio de la reaccion) en unidades arbitrarias. El ciclo umbral corresponde con la
interseccion de la linea roja con el ciclo en el eje de abscisas.

Por estas razones, esta técnica requiere la amplificacion de varios fragmentos: el fragmento
correspondiente a la secuencia de interés, que en el caso de nuestro estudio correspondid con el exén 7 del
gen TP53, el fragmento de referencia, que en nuestro caso fue una regiéon del cromosoma 12q14.3.
Ademas, fue necesario utilizar un control que fue sometido a las mismas amplificaciones.

En estos ensayos, utilizamos Sybr Green como agente fluoréforo, ya que se une con gran afinidad
al surco menor del DNA bicatenario, aumentando su fluorescencia unas 1000 veces; los oligonucledtidos
empleados para las amplificaciones se muestran en la tabla 16 y cada amplificacion fue realizada con 3
réplicas para minimizar la variabilidad de concentracion de las muestras.

Tabla 16, Secuencia de los oligonucledtidos para la amplificacion por PCR a tiempo real cuantitativa comparativa del gen
TP53 y de 1a region del cromosoma 12q14.3, con sus tamaiios y sus temperaturas de anillamiento.

TP53 ex 7 AAGGCGCACTGGCCTCATCTT GAGGTGGATGGGTAGTAG 266
12q14.3 GCGGCTGCCGGGAGTCTAGACAG GGTAGGTATTGGAGCCCG 343

63

La curva de fusion (“melting”) del producto es otro parametro que permite la caracterizacion del
producto amplificado de acuerdo con su temperatura de fusion (Tm) (figura 20). Esta curva se obtiene tras
el fin de la amplificacion y se produce como consecuencia del decaimiento de la sefial fluorescente
debido a la fusion dependiente de la temperatura del producto. La derivada de la curva de fusion nos
revela un pico maximo que corresponde con esta temperatura.
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Figura 20, Grifica de la curva de fusion del producto de amplificacion, donde se representa en el eje de abscisas la
temperatura en grados centigrados y en el eje de ordenadas la fluorescencia en unidades arbitrarias. La Tm corresponde
con el punto mas alto de fluorescencia del pico de la curva.

La amplificacion se llevo a cabo en un volumen de 20 I con las siguientes condiciones: 10 ul de
SyBR Green® Master Mix (Applied Biosystems), 0,7 pl de cada oligonucleétido, 1,0 ul de DNA a una
concentracién de 15 ng/ul mediada en un espectrofotometro Nanodrop® ND1000 y 9 pl de ddH,O
libre de nucleasas. También se realizaron controles negativos con todos los componentes de la reaccion
sin DNA para asegurar la ausencia de contaminacion en las reacciones de amplificacion.

El programa de amplificacion utilizado para la obtencion de las curvas de fusion (“melting”) se
expone en la figura 21.

1
A B | C i D 1 E I F 1 G
1
95°C 95°C ! | | 95°C | | 95°C
1 1
10 min. 15 seg. ;

1 min. 1 min.

40 ciclos

Figura 21, Esquema representativo del programa del termociclador para la cuantificaciéon relativa de fragmentos de DNA
mediante PCR a tiempo real cuantitativa comparativa, donde A es el tiempo de desnaturalizacién previa, BCD son las
tramos de desnaturalizacién, anillamiento de los oligonucleétidos y elongacién que se repiten 40 ciclos, y EFG es el
programa para obtener las curvas de fusién (“melting”) de los fragmentos amplificados. Se incluyen las respectivas
temperaturas de cada tramo.

54



Pacientes y Métodos

8.10. ANALISIS DE INESTABILIDAD DE MICROSATELITES
(MSI)

Se analiz6 la inestabilidad de microsatélites en 11 muestras de tejido tumoral y sangre periférica. Se
usaron ocho marcadores de microsatélites, incluidos los cinco recomendados en el panel de Bethesda'>
(BAT25, BAT26, D5S346, D2S123 y D17S250) (tabla 17).

Tabla 17, Marcadores para el estudio de MSI donde se incluye la localizacion en el cromosoma y en el gen orrespondiente,
numero de repeticiones que presenta, el fluorocromo, modificando el oligonucleétido forward y sefialado con un asterisco,
asi como la secuencia de ambos oligonucléotidos y el tamaiio aproximado del producto de PCR.
N° Oligonucledtidos Tamaiio
Marcador Secuencia repeticiones Fluorocromo Sentido y antisentido (bp)

Tise @lall e *TCGCCTCCAAGAATGTAAGT
BAT25 4q12 tron eK‘i’:‘COgen & 1 bp TET TCTGCATTTTAACTATGGCTC 110-130
Tt 5 alall e *TGACTACTTTTGACTTCAGCCACC
BAT26 2p22-21 hMSH2 & 1 bp HEX ATTCAACATTTTTAACCC 100-120
*ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG
D5S346 5q21-22 Locus del gen APC 2 bp FAM AGCAGATAAGACAGTATTACTAGT 100-130
AAACAGGATGCCTGCCTTTA
D2S123 2pl6 Locus del gen hMSH2 2bp FAM GGACTTTCCACCTATGGGAC 200-230
*GGAAGAATCAAATAGACAAT
D17S8250 17q11.2 Locus cromosoma 17 2bp FAM GCTGGCCATATATATATTTAAACC 140-170
Intrén 2 del gen *ATTAACTTCCTACACCACAAC
BAT40 1p12 z-ﬁ-OH-EDgH 1bp HEX GTAGAGCAAGACCACCTTG 125-130
Locus del gen Paired *ACTTCTAGGACTCATTTCCC
PAX6 11p13 Box 1bp HEX CTGAATTAACACAATATTTC 130-140
*TGGCGAGACTCCATCAAAG
MYCL1 1p34.4 Locus del gen MYCL 1 bp HEX CTITTTAAGCTGCAACAATTTC 160-170

Las reacciones de amplificacion se realizaron con 0,08 pL de Gold Taq DNA polimerasa®
(Applied Biosystems) 5U/uL, 1,0 uL de tampoén adecuado (10x PCR Buffer II), 0,8 puL de solucion de
MgCl, 2,5mM, 1,0 uL. de dNTPs (desoxinucleétidos trifosfato) 25 uM, 0,3 pL de cada oligonucleétido
0,3 uM y 1,0 L de DNA obtenido por los métodos anteriormente descritos (concentracion entre 0,1 y 0,2
pg/mL). El volumen final de reaccion fue en todos los casos de 10 pL que se ajusto con ddH,O libre de
nucleasas. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador de Applied
Biosystems, cuyas condiciones generales de amplificacion se muestran en la figura 22.

A B D E F
1
:
1
95°C 95°C !
10 min. 10 seg. 70°C 70°C :
3 min. 30 min.

30 seg.

45 ciclos

Figura 22, Esquema representativo del programa del termociclador para la amplificacién de fragmentos de DNA parande A
es el tiempo de desnaturalizacién previa, BCD son las tramos de desnaturalizacién, anillamiento de los oligonucleétidos y
elongacion, y E es el tiempo de extension final seguido de una bajada de temperatura para su conservaciéon (F), cuando
finaliza. Se incluyen las respectivas temperaturas de cada tramo y el niimero de ciclos de BCD.

El analisis de los fragmentos amplificados se llevd a cabo resuspendiendo en 1 pL. de producto
amplificado 12 puL de formamida desionizada y 0,2 uL de marcador de tamafios ROX (GenScan™S500).
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Esta mezcla se analizé en un secuenciador ABI Prism 3700 (PE Applied Biosystems) y los resultados se
visualizaron mediante el software Peak Scanner v1.0 comparando los electroferogramas procedentes de
las muestras de DNA de sangre periférica con los procedentes de tejido tumoral para ver diferencias de
tamafio de secuencia o de pico”™ (figura 23).

MSS MSI
(D17S250) (BAT40
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DNA
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Figura 23, Espectros de las secuencias de microsatélites, donde los espectros azul y verde corresponden al marcador
correspondiente (D17S259 y BAT40) y rojo a ROX500. MSS=marcador estable; MSI=marcador inestable.

Superposicion

8.11. ANALISIS DE GRANDES ALTERACIONES
CROMOSOMICAS DE  LOS GENES hMLH1 Y hMSH2

8.11.1. MLPA (“Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification”)

Para el estudio de grandes pérdidas/amplificaciones genomicas de los genes hMLH1 y hMSH2 se
empled la técnica de amplificacion por PCR multiplex dependiente de ligacion (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA)). Es un método empleado para establecer el nimero de copias
existente en hasta 45 secuencias de DNA en una tUnica reaccion. Fue descrito por Schouten en 2002°% y
consta de cuatro etapas: desnaturalizacion, hibridacion, ligacién y amplificacion.

Cada reaccion de amplificacion consta de dos tipos diferentes de sondas especificas (figura 24),
que llevan incorporado uno de los oligonucleétidos universales empleados para la amplificacion final de
los fragmentos. Con ello se reduce la inespecificidad de la técnica, puesto que es imprescindible que
ambas sondas reconozcan las regiones de union para que se lleve a cabo la amplificacion.

Secuencia del oligonucleétido antisentido de PCR

Secuencia del oligonucletido sentido de PCR (oligonucledtido derivado del fago M13 de 60 a 450  bp)

(oligonucledtido sintético de 50 a 60 bp)

Secuencia “stuffer”,
(diferente en cada sonda)
Secuencias de hibridacion

Figura 24, Esquema de las sondas empleadas para MLPA.

56



Pacientes y Métodos

En un primer paso, la mezcla de las sondas de MLPA se afiade al DNA gendémico previamente
desnaturalizado. Las dos partes de la sonda hibridan con secuencias diana adyacentes y ligan mediante
una enzima ligasa termoestable (figura 25).

—

Secuencias diana de DNA genémico

Ligacion por la ligasa termoestable

1 J

Figura 25, Etapa de hibridacién y ligacion de las sondas para MLPA.

La secuencia que proporcionan las dos sondas ligadas sirve como molde para la amplificacion,
utilizando oligonucleotidos universales y especificos de las sondas empleadas anteriormente marcados
con un flourocromo en uno de sus extremos. Los productos amplificados se someten a una cromatografia
capilar y el resultado se visualiza en forma de electroferograma.

El kit utilizado para el andlisis de delecciones o reordenamientos de los genes hMLH1 y hMSH2
es SALSA P003 MLH1/MSH2 (MCR-Holland, Amsterdam, Holanda). Este kit contiene una mezcla de
46 sondas para cada uno de los 19 exones de hMLHI1 y los 16 exones de hMSH2; y 9 sondas para otras
regiones cromosémicas que sirven de control interno del proceso. Ademas, incluye 4 fragmentos que
sirven para determinar que la cantidad de DNA empleada asi como la desnaturalizacion e hibridacion del
proceso, son correctas. El total de material amplificado genera fragmentos de entre 130 a 490 bp, segiin
especificaciones del fabricante. La relacion de sondas utilizadas, los tamafios de amplificacion asi como
la region donde se localizan estan recogidos en las tablas 56a y 56b del apartado anexos de este trabajo.

Los ensayos de MLPA se realizaron en los 42 DNA de tumor extraidos a partir de las muestras de
carcinoma endometrial y en los DNA de las correspondientes muestras de sangre periférica en los que se
encontrd alguna alteraciéon en la muestra tumoral. La preparacién de las muestras para los ensayos de
MLPA parten de 100 ng de DNA diluidos en ddH,O hasta un volumen de 5 pL y las condiciones de
desnaturalizacion, hibridacion, ligacion y amplificacion fueron las estipuladas por el fabricante con unas
ligeras modificaciones que se exponen en la figura 26.

Para comprobar la correcta amplificacion, se realizé una eletroforesis horizontal en un gel al 2% de
agarosa mediante el procedimiento anteriormente descrito, cargando 6 pl de cada producto de PCR en los
pocillos del gel.

El analisis de los fragmentos se realizd preparando cada muestra con 12 pL de formamida
desionizada, 0,2 pL del marcador de tamafios ROX (GeneScan'"-500) y 2,0 uL del producto de PCR.
Esta mezcla se analizd en un secuenciador ABI Prism 3700 (PE Applied Biosystems) y los resultados se
visualizaron mediante el software Peak Scanner v1.0.
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Figura 26, Esquema representativo del procedimiento para los pasos de desnaturalizacion, hibridacién, ligacion y amplificacién de los ensayos de MLPA, donde A es la fase de desnaturalizacién de DNA
de la muestra. Posteriormente se afiade el mix de sondas (B), seguido de la fase de hibridacién de estas sondas (C y D). La fase de ligacion consta de un primer periodo donde se afiade los reactivos que
contienen la enzima ligasa ( E ) seguido del periodo donde se produce la ligacién, finalmente se produce la inactivacion de esta enzima (F). En la etapa de amplificacion, el esquema seguido es semejante a los
anteriores descritos. En esta fase se afiaden todos los reactivos necesarios suministrados por el proveedor (TaqPolimerasa, oligonucledtidos, tampones especificos, etc). Consta de una primera etapa de
desnaturalizacion de DNA (H), seguido de una etapa de anillamiento de los oligonucle6tidos universales marcados (I) y un periodo de extension por la TagPolimerasa (J). Todo este proceso se repite durante

Amplificacion

1 1 1 1
H 1 | 1 J 1 K 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
95°C | | : i
| | 72°C_ 1 72°C
| \ 1min. , 20
| | min.
[} [} 1
1 1 1
| 30seg. | '
1 1 1
i 35 ciclos i E

35 ciclos y se concluye con un tltimo periodo de extension final (K). El ultimo periodo (L) esta destinado a la conservacion del producto generado.
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Los resultados se analizaron mediante comparacion del valor de las alturas de los picos generados
en el electroferograma por los productos de amplificacion de cada muestra y una media de los valores de
la altura de esos mismos picos producto de la amplificacion de tres muestras control que no presentan
carcinoma endometrial. Para esta comparacion se procedid a realizar un promedio de los valores
generados para cada control mediante la siguiente ecuacion:

Altura de pico A / Media de las alturas del 1°, 2°, etc, pico control de los controles
Valor Control =

Altura de pico A / Media de las alturas de los picos A de los controles

De esta manera se generan 9 valores control por cada pico (9 amplificaciones de regiones
cromosomicas diversas que sirven de control interno de la reaccion) sobre los que se calculd la media. La
falta de alteraciones (delecciones o inserciones) en los productos amplificados genera valores de 1£0,2.
La presencia de deleciones de un alelo genera valores promedio de 0,5+0,2, y amplificaciones genera
valores de 1,5-2+0,2, en funcion del numero de copias adquiridas. Cada muestra fue analizada mediante
este método por duplicado.

Para corroborar los resultados obtenidos mediante los ensayos de MLPA en los genes hMLH1 y
hMSH2 se recurri6 a la técnica de PCR a tiempo real cuantitativa comparativa anteriormente expuesta en
este trabajo (tabla 18 y figura 21).

Tabla 18, Secuencia de los oligonucledtidos para la amplificacién por PCR a tiempo real cuantitativa comparativa del gen
hMLH1 y de la regiéon del cromosoma 12q14.3, con sus tamafios y sus temperaturas de anillamiento.

hMLHI ex 3 CAAGAAAATGGGAATTCAAAGAGAT CTAACAAATGACAGACAATGTCATCAC 241
hMLHI ex 10 CTGAGGTGATTTCATGACTTTGTGT GAGGAGAGCCTGATAGAACATCTGT 251
hMSH2 ex 8 TGATGCTTGTTTATCTCAGTCAAAATT AATCTACAAACTTTCTTAAAGTGGCCTT 257 63
hMSH2 ex 11 ATATGTTTCACGTAGTACACATTGCTTCTA TCAAATATCATGATTTTTCTTCTGTTACC 249
12q14.3 GCGGCTGCCGGGAGTCTAGACAG GGTAGGTATTGGAGCCCG 343

La amplificacion se llevé a cabo en un volumen de 20 pl cuyos componentes fueron :
10 pl de SyBR Green® Master Mix (Applied Biosystems), 0,7 pl de cada oligonucleétido, 1,0 pl de
DNA a una concentracion de 15 ng/ul y 9 pl de ddH,O libre de nucleasas. También se utilizaron
controles negativos con todos los componentes de la reaccion sin DNA para asegurar la ausencia de
contaminacion en las reacciones de amplificacion. Cada amplificacion fue realizada con 3 réplicas para
minimizar la variabilidad de concentracion de las muestras.

8.12. ANALISIS DEL ESTADO DE LA METILACION DE LOS
PROMOTORES DE LOS GENES hMLH1, hMSH2 Y hMSH6

8.12.1. MS-MLPA (“Methylation Specific-Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification”)

El método MS-MLPA (PCR multiplex especifica de metilacion dependiente de ligacion) es una
técnica especial derivada del MLPA donde se evalua el estado de la metilacion de los promotores de los
genes sin necesidad de tratamientos previos del DNA con bisulfito, ademas de los cambios en el nimero
de copias del gen206. Este método, al igual que en el MLPA también se compone de cuatro etapas:
desnaturalizacion, hibridacion, ligacién y amplificacion; salvo por una digestion previa al paso de
amplificacion final.

Las sondas utilizadas en MS-MLPA son similares a las utilizadas en MLPA excepto por una
secuencia localizada en la region de hibridacion que contiene un sitio de restriccion para la endonucleasa
especifica de metilacion Hhal que reconoce y produce un corte en la secuencia 5-GCGC-3" cuando esta
no se encuentra metilada (figura 27).
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Secuencia del oligonucledtido

Secuencia del oligonucle6tido antisentido de PCR
_ sentidp_de PCR _ (oligonucledtido derivado del
(oligonucleétido sintético Sitio de restriccion fago M13 de 60 a 450 bp)

de 50 a 60 bp) Hhal especifico de

2 \metilaci()n

Secuencias de hibridacion

Secuencia “stuffer”,
(diferente en cada sonda)

Figura 27, Esquema de las sondas empleadas para MS-MLPA.

El kit utilizado para el analisis del estado de la metilacion de los genes h(MLH1, hMSH2 y hMSH6
es SALSA MEO11-B1 MMR (MCR-Holland, Amsterdam, Holanda). Este kit contiene una mezcla de 38
sondas para 9 regiones del promotor del gen hMLH1, 4 regiones del gen hMSH2 y 3 regiones del gen
hMSHS6; y 25 sondas para otras regiones promotores de reparadores y regiones promotoras que sirven de
control interno del proceso. Ademas, incluye 4 fragmentos que sirven para determinar que la cantidad de
DNA empleada asi como la desnaturalizacion e hibridacion del proceso, son correctas. El total de material
amplificado genera fragmentos de entre 130 a 418 bp, seglin especificaciones del fabricante. La relacion
de sondas utilizadas, los tamafios de amplificacion asi como la region donde se localizan estan recogidos
en la tabla 57 del apartado anexos de este trabajo.

Los ensayos de MS-MLPA se realizaron en los 42 DNA de tumor extraidos a partir de las muestras
de carcinoma endometrial y en los DNA de las correspondientes muestras de sangre periférica. La
preparacion de las muestras para los ensayos partié de 100 ng de DNA diluidos en ddH,O hasta un
volumen de 5 pL. Los ensayos se realizaron cumpliendo con las condiciones estipuladas por el fabricante
de desnaturalizacion, hibridacion, digestion-ligacion y amplificacion, en paralelo con los mismos ensayos
donde no se realizo la fase de digestion para realizar posteriormente la comparacion.

Para comprobar la correcta amplificacion de los fragmentos, se realizé una eletroforesis horizontal
en un gel al 2% de agarosa mediante el procedimiento anteriormente descrito, cargando 6 pl de cada
producto de PCR en los pocillos del gel.

El analisis de los fragmentos se realizd preparando cada muestra con 12 plL de formamida
desionizada, 0,2 pL del marcador de tamafios ROX (GeneScan'"-500) y 2,0 uL del producto de PCR.
Esta mezcla se analizd en un secuenciador ABI Prism 3700 (PE Applied Biosystems) y los resultados se
visualizaron mediante el software Peak Scanner v1.0 (figura 28).
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Picos del electroferograma donde se aprecian las
diferencias en la metilacién de las regiones estudi adas
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Figura 28, Electroferogramas de de las reacciones de MS-MLPA en DNA metilado, parcialmente metilado y no metilado,
sometido o no a digestion con endonucleasa Hhal.

Los electroferogramas obtenidos se analizaron mediante el mismo método que el MLPA. Para el
analisis del estado de la metilacién de los promotores, los calculos se realizaron comparando el valor
obtenido de la normalizacion de los picos de las muestras no digeridas con las sometidas a la digestion
(ratio de metilacion). El estado de la metilacion de cada promotor estudiado se realizé obteniendo el valor
estadistico de la mediana. Los valores de mediana inferiores a 0,3 fueron considerados como promotor no
metilado, los valores comprendidos entre 0,3 y 0,75 fueron considerados como promotor moderadamente
metilado y los valores de mediana mayores de 0,75 fueron considerados como promotor altamente
metilado.

9. ANALISIS DE EXPRESION DE GENES RELACIONADOS
CON CARCINOMA ENDOMETRIAL

9.1. CULTIVOS DE LINEAS CELULARES DE CARCINOMA
ENDOMETRIAL

Para realizar los estudios de expresion de las proteinas en carcinoma endometrial se trabajo con 4
lineas celulares de carcinoma endometrial que se presentan la tabla 19.

Tabla 19, Lineas celulares de carcinoma endometrial utilizadas en este trabajo.

H. sapiens Carcinoma endometrioide ,

; : . Células adherentes
H. sapiens Carcinoma endometrioide

; : — que crecen en
H. sapiens Carcinoma endometrioide monocapa
H. sapiens Leiomiosarcoma de itero

Todas las lineas celulares empleadas en este estudio fueron cultivadas en el medio de cultivo
DMEM suplementado con suero bovino fetal 10% (Gibco-BRL), glutamina 1 mM, penicilina 100 U/mL
y estreptomicina 100 U/mL.

Todos los cultivos fueron incubados a 37°C en un incubador (Cultek) en atmdsfera humeda con
5% CO,. El medio de cultivo fue reemplazado cada dos o tres dias y las células resembradas en nuevas
placas de cultivo cuando alcanzaban la confluencia adecuada.

Para su conservacion, las células se almacenaron en crioviales en nitrogeno liquido
(-179°C), donde sobreviven por periodos superiores a tres afios en presencia de un agente crioprotector
DMSO (dimetil sulféxido), cuya funcion es la de sustituir las moléculas de H,O para evitar la formacion
de cristales que puedan romper estructuras celulares. Durante el proceso de descongelacion, que ha de ser
rapido puesto que el DMSO a temperatura ambiente es toxico, se prepar6 en un tubo de 15 mL con 10 mL
de medio completo atemperado, donde se fue afiadiendo el contenido del criovial descongelado. Se
procurd que las células se rehidrataran y que el DMSO difundiera cuanto antes.

La congelaciéon de células y su almacenamiento para posteriores estudios, se realizd a partir de
cultivo en fase exponencial que fue centrifugado a 1200 r.p.m. durante 5 minutos. El sobrenadante se
decanto y el boton celular se resuspendié en 700 pL de medio suplementado con 200 pL de suero bovino
fetal y 100 pL de DMSO. Después de una breve incubacion en hielo, se dejo a -20°C durante una o dos
horas. Una vez trascurrido ese tiempo se mantuvo a
-80°C durante 24 horas y finalmente se almacen6 definitivamente en nitrégeno liquido.
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9.2. WESTERN BLOT

Para la realizacion de estudios de expresion de las diferentes proteinas relacionadas con el
desarrollo de carcinoma endometrial, se recurrié al uso de la técnica Western blot por inmunodeteccion
especifica con anticuerpos, valorando la expresion de proteinas: PTEN, subunidad catalitica a de PI3K
(110a), HDAC1, HDAC2 y HDAC3 en 38 extractos proteicos tumorales y de 4 lineas celulares de
carcinoma endometrial.

Preparacion del gel

La electroforesis en presencia de SDS se realizd en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Se
utilizaron minigeles 0,75 mm de espesor y 10 cm de anchura, siendo la longitud aproximada del gel
separador 4,5-5 cm y 1,5 cm la del gel empaquetador. El gel separador se prepard al 8% y contenia: 5 mL
de solucion concentrada de acrilamida/bisacrilamida (30%) (BioRad), 2,5 mL de 1,5 M Tris/HCIl (pH
8.,8), 2,45 mL de ddH,O y 50 pL de SDS al 20%. Para la polimerizacion de los geles, se afiadieron 50 pL
de AMPS al 10% y 5 pL de TEMED (Serva) por cada 10 mL de gel. El gel empaquetador se prepar6 al
4% y contenia: 1,33 mL de la solucion concentrada de acrilamida/bisacrilamida (30%), 2,5 mL de 0,5 M
Tris/HCI (pH 6,8), 6,15 mL de ddH,O y 125 pL de SDS al 20%. Para la polimerizacion de los geles se
afladieron 50 pL de AMPS al 10% y 10 pL de TEMED por cada 10 mL de gel.

Preparacion de los extractos proteicos

Los extractos proteicos utilizados para el andlisis se obtuvieron de 38 pacientes y a 4 lineas
celulares de carcinoma endometrial. Una vez cuantificados, se prepararon muestras de 100 ug de proteina
a las que se anadi6 % de volumen de tampén Laemmli 4y (40% glicerol; 200 mM Tris-HCI (pH 6.8);
10% SDS; 4% pB-mercaptoetanol y 0,04% azul de bromofenol). Cada muestra fue
desnaturalizada durante 2 minutos a 100°C.

Electroforesis de proteinas

Las muestras fueron cargadas en los pocillos del gel de acrilamida y se sometieron a electroforesis
durante aproximadamente 1 hora y media a 150V (tiempo estimado en el cual el frente de electroforesis
alcanza el final del gel) y a temperatura 4°C. El tampon de electroforesis en el que se mantuvo siempre
sumergido el gel estaba compuesto por 25 mM Tris-HCI (pH 8,3); 250 mM glicina y 0,1% SDS. Como
marcador de peso molecular se usé PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas), donde los
tamafios que muestra en KDa son: 250, 130, 100, 70, 55, 35,27, 15 y 10.

Electrotransferencia de proteinas

Una vez realizada la electroforesis, se procedié a la electrotransferencia de proteinas desde los
geles a membranas de nitrocelulosa Hybond-P™ de 0,45 pm (GE Healthcare), usando el sistema de
transferencia semiseca de Bio-Rad con un tampén compuesto por 192 mM glicina; 20% metanol y 25
mM Tris/HCI (pH 8,5). Las membranas fueron previamente activadas durante 1 minuto con metanol,
hidratadas con agua destilada y humedecidas en tampon de transferencia antes de ser puestas en contacto
con el gel. La electrotransferencia se realizo siempre a temperatura ambiente durante 50 minutos y un
voltaje constante de 15V.

Tincion de proteinas en geles SDS-PAGE

Para verificar la eficiencia de la transferencia, las membranas fueron tefiidas de manera reversible
con solucion Ponceau S durante 5 minutos a temperatura ambiente y en agitacion continua.
Posteriormente, se lavaron en ddH,O durante 2 minutos y se confirmo la tincién en color rojo del patrén
de bandas correspondiente a las muestras bien transferidas. Para destefiir completamente las membranas
se mantuvieron en agua destilada y en agitacion durante 15 minutos adicionales.

Los geles se tifieron con solucion Azul de Coumasie durante 15 minutos a temperatura ambiente y

en agitacion constante; y posteriormente se lavaron en ddH,O durante 30 minutos para comprobar la
ausencia de proteinas ya que fueron electrotransferidas previamente a la membrana.

70



Pacientes y Métodos

Inmunodeteccion especifica de proteinas (Western blot)

Una vez realizada la transferencia, se lavaron la membranas suavemente con tampon TBS-T (150
mM NaCl; 10 mM Tris (pH 7,3); 0,1 % Tweed-20 (Bio-Rad)) antes de saturar todos los sitios
inespecificos de union a proteinas con una soluciéon de bloqueo preparada con TBS-T y 5% de leche en
polvo descremada. El bloqueo de las membranas se llevo a cabo a temperatura ambiente durante 2 horas
como minimo y en agitacién suave. A continuacion, se procedié a lavar el excedente de solucioén de
bloqueo con tres lavados sucesivos de 7 a 10 minutos cada uno con soluciéon TBS-T y en agitacion suave.
Posteriormente, se incubaron las membranas con el anticuerpo primario correspondiente, preparado a la
dilucion apropiada en TBS-T con 2,5% de BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma-Aldrich). Esta primera
incubacion se llevo a cabo durante 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C y en agitacion
suave. Seguidamente y con el objeto de eliminar el exceso de anticuerpo unido inespecificamente, se
lavaron las membranas tres veces con TBS-T, durante 7 a 10 minutos cada una y en agitacion suave. Es
en este momento, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario preparado en TBS-T con
2,5% de BSA y a la dilucion apropiada, durante 45 minutos a temperatura ambiente. De nuevo para
eliminar el exceso de anticuerpo secundario se llevaron a cabo tres lavados de 7 a 10 minutos cada uno
con TBS-T. La relacion de anticuerpos y condiciones utilizados para este analisis de expresion se muestra
en la tabla 20.

Tabla 20, Relacion de anticuerpos utilizados para los estudios de expresion proteica, donde se indica el origen, la dilucion a
la que fueron usados y el fabricante.

Anti-PTEN Mouse | 1:200 Santa Cruz Biotech
Anti-PI3K subunidad o Rabbit | 1:1000 Abcam

Anti-HDAC1 Rabbit | 1:2000 Abcam

Anti-HDAC2 Rabbit | 1:2000 Abcam

Anti-HDAC3 Rabbit | 1:2000 Abcam

Anti-B-Actina Mouse | 1:10000 Sigma-Aldrich
Anti-Mouse Sheep | 1:5000, 1:10000 Sigma-Aldrich
Anti-Rabbit Goat 1:10000, 1:12000 Chemicon International

La deteccion de la sefial de llevo a cabo mediante el método quimioluminiscente Immobilon™
Western (Millipore). Este método combina un sustrato suplementado por el fabricante que en presencia
del anticuerpo secundario conjugado con la peroxidasa HRP (Horseradish Peroxidase) se genera un
compuesto luminiscente capaz de impresionar una pelicula autoradiografica de alta sensibilidad
Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare) y que determina el lugar exacto de este. Una vez realizada esta
impresion, siempre en ausencia de luz, se procedid al revelado de la pelicula autoradiogréfica por
impregnacion de ésta en soluciones para el revelado (Kodak X-ray developer 1x) y posteriormente con
solucion para el fijado de la pelicula (Kodak X-ray fixer 1x).

Después de la impresion, las membranas donde se encuentran las proteinas electrotransferidas se
deshidrataron y secaron, incubandolas en metanol durante 1 minuto para realizar posteriormente, la
deteccion del control de carga. Para esta deteccion, se utilizd un anticuerpo anti-B-Actina que reconoce
especificamente esta proteina endogena ubicua en el tejido y asi se asegura la presencia y cuantificacion
exacta de las proteinas en la muestra (tabla 20). Esta deteccion se llevo sobre estas mismas membranas,
tras la rehidratacion y posterior inmunodeteccion especifica con el método descrito anteriormente.

10. METODOS INFORMATICOS

10.1. PROGRAMAS PARA EL ESTUDIOS /N S/L/ICO DE
MUTACIONES NO DESCRITAS
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El estudio del comportamiento tedrico de mutaciones “missense” en los diferentes genes no
descritas previamente se llevo a cabo mediante el empleo de seis programas informaticos: PolyPhen,
SNPS3D, Pmut, SIFT y Panther. PolyPhen, ademas, se empled para deducir el grado de conservacion de
los aminoacidos. El estudio de la simulacion de la estructura secundaria de las proteinas con mutaciones
truncantes en fase de lectura se realizé con el programa PSIPRED. Asimismo, se empled el programa
bioinformatico microRNA para predecir el anillamiento de microRNAs o RNAs de interferencia en los
cambios encontrados, y el programa ESEfinder para predecir de forma tedrica el efecto de las mutaciones
sobre el procesamiento del mRNA por unioén de proteinas a su sucuencia.

@ PolyPhen (Polymorphism Phenotyping) (http://www.bork.emblheidelberg.de/PolyPhen)

Este programa predice el posible impacto de una sustituciéon aminoacidica en la estructura y
funcion de una proteina humana, empleando consideraciones fisicas y comparativas™"**, Para realizar la
prediccion se lleva a cabo un alineamiento de secuencias pertenecientes a las proteinas homologas en las
especies que se encuentren descritas en BLAST. El resultado del alineamiento multiple es empleado por
el software PSIC (Position-Specific Independent Counts) para calcular la matriz del perfil. Los elementos
de la matriz (valores del perfil) son ratios logaritmicos que indican la probabilidad de que en una posicion
determinada se encuentre un aminoacido, frente a que este aminoacido se localice en cualquier posicion
(frecuencia de fondo). El programa PolyPhen analiza los valores absolutos de la diferencia entre los
valores de perfil de las dos variantes alélicas en la posicion polimoérfica. Un valor muy alto de esta
diferencia podria indicar que la sustitucion estudiada aparece poco o nada en la familia de proteinas.

Los resultados del estudio pueden determinar que el cambio es:

* Probablemente patogénico: existe una gran probabilidad de que afecte a la estructura o a la
funcién de la proteina.

¢ Posiblemente patogénico: se cree que podria afectar a la funcién o estructura de la proteina.

* Benigno: es muy probable que carezca de efecto fenotipico.

*  Desconocido: en algunos casos, la carencia de datos no permite que el programa pueda hacer una
prediccion.

PolyPhen también muestra un niimero de secuencias alineadas en la posicion de busqueda para el
analisis de la conservacion interespecie ordenadas de mayor a menor homologia en la secuencia de la
proteina dada.

@ SNPS3D (http://www.snps3d.org/)

Este programa basa su prediccion en la hipdtesis de que muchos SNPs patogénicos afectan a la
funcién de la proteina disminuyendo la estabilidad de esta. Emplea el software SVM (Support Vector
Machine) para encontrar el patron de diferenciacion entre los SNPs asociados a enfermedad y los
neutrales. La tasa de falsos positivos y negativos es de 15% y 26%, respectivamente®”’.

También emplea un segundo modelo que se basa en el analisis de la homologia de secuencia en
familias de proteinas relacionadas con proteinas humanas. El nivel de conservacion de una posicion y la
probabilidad de observar una variacion en una familia hace posible distinguir entre mutaciones

patogénicas y neutrales, con una tasa de falsos positivos y negativos del 10 y 20%, respectivamente”'’.

Un resultado positivo para el valor de SVM indica que se trata de una variante clasificada como
neutral, mientras que un valor negativo la identifica como un cambio patogénico. Cuanto mayor es el
valor, mas probable es la clasificacion. La precision es significativamente mayor cuando los valores son
mayores de 0,5 o menores de -0,5. Para las variantes que afectan mas a la funcion de la proteina que a la
estabilidad, el modelo de estabilidad es positivo y el modelo del perfil debe ser negativo. La precision es

significativamente mayor cuando los dos métodos coinciden®'".

@ Pmut (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/)
Pmut es un programa que predice si una mutacion puede ser patogénica o neutral. Se basa en las
caracteristicas de la secuencia y en un software de una o dos redes neurales NN (neural network), que

emplean bases de datos internas, prediccion de estructura secundaria y conservacion de la secuencia. En
los resultados proporciona una respuesta afirmativa o negativa y un indice de credibilidad*'®. Estos
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resultados varian en un rango de 0 a 1, donde un valor 0 indica que se trata de una mutacion neutral y los
valores mas altos son patogénicos. Ademas, muestra la mutacion en relacion a la estructura proteica. La
tasa de error de esta prediccion por falsos positivos es entre un 12 y un 21% y por falsos negativos entre
un 10 y un 17%.

@ SIFT Sorting Intolerant from Tolerant (http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html)

El programa SIFT es una herramienta que clasifica las sustituciones de aminoacidos en una
proteina y predice si estos cambios provocaran un efecto en el fenotipo. Se basa en la premisa de que los
aminoacidos importantes de una proteina estan conservados en la evolucion, por lo que los cambios en los
mismos deben afectar a la funcionalidad de la proteina. Con una secuencia proteica dada, SIFT escoge
proteinas relacionadas y forma un alineamiento multiple de éstas, y basandose en los aminoacidos
presentes en cada posicion del alineamiento, realiza una prediccion de las sustituciones que afectaran a la
proteina. Las sustituciones en una posicion conservada en el alineamiento seran consideradas ‘“no
toleradas” para la mayoria de los cambios, mientras que las posiciones que no estan conservadas en el

alineamiento toleraran mejor los cambios de aminoacido®".

Esta premisa se realiza calculando las probabilidades normalizadas para todas las posibles
sustituciones del alineamiento. Las sustituciones con una puntuacion menos de 0,05 seran clasificadas
como deletéreas y las puntuaciones mayores o iguales a 0,05, “tolerables” o neutrales.

La precision en las predicciones de SIFT es del 60-80%, obteniéndose un 30% aproximadamente
de falsos positivos. No obstante, la precision de las predicciones depende del alineamiento que se obtenga
en cada caso.

@ Panther (Panther -Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships- classification system)
(http://www.pantherdb.org)

Este programa estima la probabilidad que presenta un cambio nucleotidico, tipo SNP codificante,
de causar un impacto funcional en la proteina. Calcula el subPSEC (substitution position-specific
evolutionary conservation) que da una puntuacion basandose en el alineamiento de proteinas evolutiva y

funcionalmente relacionadas*'*?".

La precision de este programa es del 40%, con una tasa de falsos negativos mayor que otros
programas.

@ PSIPRED (Protein Secondary Structure Prediction) (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/web_servers/)

Este programa utiliza un método de prediccion de la estructura secundaria de las proteinas que se
basa en los valores generados de la posicion relativa de cada aminodcido en matrices de céalculos. Esta
aproximacion matematica se lleva a cabo con el software PSI-BLAST, donde los célculos se comparan
con los valores de un set de 187 plegamientos Unicos, y tres tipos de validaciones cruzadas que aumentan
la exactitud de los resultados. De esta manera consiguen basarse en estructuras similares de otras

proteinas para la secuencia de aminoacidos dada®'.

@ MicroRNA (http://www.microrna.org/microrna/getMirnaForm.do)

Este programa predice las secuencias diana sobre las que anillan los distintos microRNAs
existentes. Estas predicciones se basan en el uso del algoritmo miRandal que incorpora una base de datos
actualizada de microRNAs en mamiferos (MirBase) y una serie de reglas bioldgicas para la busqueda de
posibles secuencias diana en los genes. Este programa permite saber también los perfiles de aparicion de

los miRNAs en tejidos normales y de origen patologico”'’.

@ ESEfinder (http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home)

Para saber si las variantes en la secuencia afectan a los sitios consenso de union de las proteinas SR
(Proteinas ricas en residuos de serina y treonina) y se altera la union de éstas en los sitios ESE (“exon
splicing enhancers” o sitios exonicos de potenciacion del procesamiento) utilizamos el programa de
prediccion ESEfinder”®*'’. Este programa predice la union de las proteinas SF2/ASF, SF2/ASF (IgM-
BRCAL), SC35, SRp40 y SRp55 a la secuencia dada en base a los sitios consenso de union de estas. A
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nivel general, se consideran significativos los cambios exonicos que hacen que desaparezca algin sitio
ESE.

10.2. BASES DE DATOS

Las mutaciones identificadas en este trabajo fueron buscadas en diversas bases de datos
pertenecientes a instituciones cientificas, asi como en publicaciones previas'>**. De esa manera se
recab6 informacion sobre su existencia, frecuencia de aparicion, patogenicidad, etc.

@ PubMed “U.S. National Library of Medicine National Institutes of Health™.
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Es un motor de buisqueda de libre acceso a bases de datos bibliograficas, entre ellas principalmente
MEDLINE. Esta base de datos es un recurso creado por la “National Library of Medicine” de Estados
Unidos, y recoge referencias bibliograficas de articulos publicados en mas de 4.500 revistas médicas
desde 1966 hasta la fecha.

@ HGMD® “The Human Gene Mutation Database at the Institute of Medical Genetic in Cardiff”.
www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php

Consiste en una coleccion de mutaciones en linea germinal para el estudio de determinadas
enfermedades humanas y representa una fuente de referencia actualizada sobre cambios con alguna
implicacién patogénica en el genoma.

@ COSMIC “Catalogue of Somatic Mutations in Cancer”.
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic

Esta base de datos es uno de los recursos disponibles on-line que ofrece el Instituto Sanger para
proveer informacion sobre mutaciones somaticas y detalles relacionados con cancer en humanos.

@ Agencia Internacional de Investigacién del Cancer “IARC TP53 database”.
ww-p53.iarc.fr

Esta base de datos es desarrollada y mantenida por la TARC en Lyon (Francia) y se compone
exclusivamente de los datos obtenidos mediante la bisqueda y revision de la literatura cientifica existente,
constituyendo un deposito de todas las mutaciones en el gen TP53 publicadas hasta la fecha.

@ “The p53 Web Site”. p53.free.fr

La base de datos de esta Web provee informacion para la identificacion y el analisis de mutaciones
que afectan a la proteina p53 en cancer.

@ “Mismatch Repair Gene Variant Database”. www.med.mun.ca/mmrvariants/default.aspx

Esta base de datos creada por la “Memorial University” de Newfoundland (Canada) es un catalogo
de las variantes conocidas de los genes pertenecientes a MMR que han aparecido en la literatura. Para ello
se ha revisado el tipo de cambio y las circunstancias clinicas en las que ha sido identificado.

@ LOVD-INSIGHT “Leiden Open Variation Database”. www.insight-group.org/mutations

Esta base de datos creada por la Sociedad Interancional de Tumores Hereditarios
Gastrointestinales, fue implantada para dotar de una herramienta flexible, util y accesible a los
profesionales de los distintos ambitos de la salud, para la busqueda y catalogacion de variantes de DNA
ordenadas por los genes de interés, que en el caso de este trabajo corresponden con los genes hMLH]1 y
hMSH2.
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Resultados ™

ANALISIS DE GENES IMPLICADOS EN CARCINOMA
ENDOMETRIAL

1. ANALISIS DE GENES SUPRESORES DE TUMORES

1.1. PTEN

El estudio del gen PTEN en carcinoma endometrial incluy6 el andlisis mutacional de los nueve
exones y los extremos intronicos flanqueantes, el estudio de pertenencia alélica en los casos donde se
encontraron multiples mutaciones, y el estudio de pérdida de heterocigosidad en casos con mutaciones
homocigotas. Ademas, se realizaron estudios de expresion de la proteina PTEN en extractos proteicos
tumorales y en lineas celulares de carcinoma endometrial.

1.1.1.ANALISIS MUTACIONAL DEL GEN PTEN

El estudio del gen PTEN en 42 tumores endometriales mostrd 23 mutaciones en 24 casos (57,1%)
y 2 polimorfismos. 24 de estas variantes se encontraron en la region codificante y s6lo una de ellas se
localiz6 en una region intronica. 19 mutaciones se hallaron en tumores de tipo endometrioide, y cuatro en
tumores de tipologia mixta y sarcomas. Asimismo, en cinco tumores se observéo mas de una mutacion en
el gen PTEN. En las tablas 23 y 24 se muestra la relacion de polimorfismos y mutaciones encontradas en
este gen.

Tabla 23, Polimorfismos encontrados en el gen PTEN.

Caso  Exén Mutacion Mutacion Dominio Descrita en Funcién
cDNA proteina afectado Bibliografia
Int 5 IVS5-12insT - - Descrita No patogénica
5 c.455A>G p.L152L Fosfatasa No descrita Desconocida

Como se muestra en la tabla 23, hemos encontrado un polimorfismo en el intrén 5 descrito con
anterioridad®’; y una variante silenciosa localizada en la region codificante, que describimos por primera
vez en este trabajo. En este tltimo caso, dado que no se traduce en una modificacion de la proteina,
realizamos estudios in silico con el fin de determinar si la mutacion altera secuencias de procesamiento de
mRNA o sitios de uniéon de miRNA. Los resultados de estos estudios descartaron que dicho cambio
produjera alteraciones en esos procesos (datos no mostrados). Aun asi, son necesarios estudios
poblacionales y funcionales para corroborar un posible efecto patogénico.

Tabla 24, Mutaciones encontradas en el gen PTEN, (H) muestra las alteraciones encontradas en homocigosis.

Descrita en

Exo6n Mutacion cDNA , Bibliografi Funcion
proteina afectado a

Mutacion Dominio

5 c.405 406insA p-C136£sX1 Fosfatasa Descrita Patogénica
8 c.956 959delCTTT p-T319£sX24 C2 Descrita Patogénica
7 c.641 662del p-Q214 K221del C2 No descrita Desconocida
5 c.283C>A p.P95T Fosfatasa No descrita Desconocida
5 ¢.328C>T p-Q110X Fosfatasa Descrita Patogénica
5 c.376G>A p-A126T Fosfatasa Descrita Patogénica
6 c.515 517delGC p-R172£sX5 C2 No descrita Patogénica
5 c.388 389delinsT p-R130fsX16 Fosfatasa Descrita Patogénica
5 ¢.389G>C p.R130P Fosfatasa Descrita Patogénica
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7 c.757 759delAT p-1253£sX2 C2 Descrita Patogénica
8 c.959T>C p-L320S C2 No descrita Desconocida
5 c.395G>A p.G132D Fosfatasa Descrita Patogénica
5 ¢.388C>G p.R130G Fosfatasa Descrita Patogénica
5 ¢.395G>C p.G132A Fosfatasa No descrita Desconocida
7 c.743C>G p-P248R C2 No descrita Desconocida
7 c.752G>T p-G251V C2 Descrita Patogénica
6 c.493G>A p.G165R C2 Descrita Patogénica
6 ¢.513G>C (H) p.Q171H C2 Descrita Patogénica
8 ¢.900 902insTC p.D300fsX6 C2 No descrita Patogénica
7 ¢.697C>T (H) p.R233X C2 Descrita Patogénica
6 ¢.530 536delATTAT p.-Y1761£sX2 C2 Descrita Patogénica
7 c.742 743insA p.P248£sX5 C2 Descrita Patogénica
7 ¢.766G>T p.E256X C2 Descrita Patogénica

El estudio del gen PTEN en sangre periférica de los pacientes 4, 22, 24 y 38 (los tnicos de los que
dispusimos de este material) mostré que le gen PTEN se encontraba germinal, lo que nos permitid
confirmar la naturaleza somatica de las mutaciones que presentan los tumores.

Las mutaciones descritas por primera vez en este trabajo (casos 4, 5, 6, 11, 13, 15, 23, 18 y 32
(tabla 24)), corresponden a cambios de tipo “missense”, “nonsense”, deleciones e inserciones con cambio
de fase de lectura, y deleciones en fase de lectura de traduccion. En el caso de las deleciones e inserciones
con cambio de fase de lectura, consideramos que las mutaciones eran patogénicas por generar proteinas

truncadas.

Por otro lado, las mutaciones del gen PTEN de tipo “missense” encontradas por primera vez en
este trabajo (p.P95T, p.G132A, p.P248R y p.L320S), fueron estudiadas mediante simulacion in silico con
ayuda de programas bioinformaticos de prediccion de cambios aminoacidicos.

Como se observa en la tabla 25, nuestro analisis predice que la variante L320S se comporta como
patogénica, mientras que los demas cambios muestran discrepancias en los resultados. Los calculos
efectuados para las variantes P95T y G132A predicen un comportamiento patogénico en cuatro de las
cinco simulaciones. La variante P248R, es considerada como una variante patogénica por dos de los
programas usados, mientras que en los tres programas restantes dicho cambio es considerado neutral.

Tabla 25, Comportamiento tedrico de las mutaciones de cambio de aminoacido en el gen PTEN, no descritas anteriormente.
Los valores aparecen en PSIC (PolyPhen), SMV (SNPs3D), NN (PMut) y SubPSEC (Panther). P=patogénico, N=neutro.

P 2,131 N 0,22 P 0,56 P 0,01 P -3,4
P 2,171 P -1,39 N 0,30 P 0,01 P -4,5
P 2,169 N 0,41 P 0,92 N 0,07 N -2,5
P 1,885 P -1,09 P 0,70 P 0,01 P -3,4

Este analisis fue completado con un estudio in silico para determinar el nivel de conservacion
evolutiva del aminoacido mutado mediante el programa PolyPhen. Como se observa en la figura 28, las
mutaciones P95T, G132A, P248R y L3208 se localizan en regiones altamente conservadas a lo largo de
la evolucion, siendo mayor la preservacion de los aminoacidos P95, G132 y L320, que P248.
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Figura 28, Alineamiento de secuencias de la proteina PTEN en diferentes especies empleando el programa
PolyPhen para los aminoacidos A) P95, B) G132, C) P248 y D) L320.

La mutacion p.Q214 K221del localizada en el exon 6 del gen PTEN, y que aparece en el caso 4,
descrita por primera vez en este trabajo, produce la delecion en fase de lectura de 7 aminoacidos en el
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dominio C2 de la proteina. Esta mutacion fue estudiada mediante el programa de prediccion de
estructuras secundarias de proteinas PSIPRED para determinar los posibles efectos sobre la estructura y
plegamiento (figura 29).

PREDICCION ESTRUCTURA 22 DE PTEN mut (p.Q214_K221del)
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Figura 29, Estructura secundaria de las proteinas PTEN germinal y PTEN mutada (p.Q214_K221del) desde el
aminoacido 120 al 240, generadas por el programa PSIPRED donde se sefialan las zonas delecionadas (caja y linea roja).

La proteina generada por la delecion gendomica Q214 K221del pierde un fragmento de una cinta 3
(figura 29) de una region que contiene hasta 6 cintas 3, que forman una estructura de mayor complejidad
en forma de lamina p>*.

El estudio in silico de la conservacion evolutiva de la region deleccionada realizado mediante el
programa PolyPhen determino que los aminoacidos que forman dicha region en el dominio C2, mantienen
un alto grado de de conservacion a lo largo de la evolucion, siendo el aminoacido C218 el que menor
grado de preservacion muestra (figura 30).
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Figura 30, Alineamiento de secuencias de la proteina PTEN en diferentes especies empleando el programa PolyPhen para la
conservacion de la region Q214_K221 sefialada con una caja azul.

1.1.2.ESTUDIO DE PERTENENCIA ALELICA DE MUTACIONES EN EL GEN
PTEN EN CASOS CON MULTIPLES MUTACIONES

El estudio de pertenencia alé¢lica de mutaciones en el gen PTEN, se realiz6 en los casos 5 y 18, en
los que se encontraron varias mutaciones en los exones 5 y 7 respectivamente. Para ello procedimos a
clonar estos exones del gen PTEN en el vector pPGEM®-T easy (Promega) y a su posterior secuenciacion.
Como se observa en la tabla 26, en los casos 5 y 18 se observaron dos mutaciones en el mismo alelo.

En los casos 3, 11, 13 y 23, que también mostraban mas de una mutacion en el gen PTEN, pero
localizadas en diferentes exones, no se pudo realizar el estudio dado que la presencia del pseudogen
NR_023917 interfiere en el estudio del RNA al presentar uno homologia del 98% en le transcrito del gen
PTEN*".

Tabla 26, Pertenencia alélica de las mutaciones encontradas en el gen PTEN en los casos 5y 18.

Caso  Alelo Mutacién Mutacién Dominio Descrita en Funcién

cDNA proteina afectado Bibliografia

1 c.283A p.95T Fosfatasa No descrita | Desconocida
c.328T p-110X Descrita Patogénica

2 c.376A p.126T Fosfatasa Descrita Patogénica

1 c.743G p-248R I No descrita | Desconocida
c.752T p-251V Descrita Patogénica

2 Germinal Germinal - - Normal

1.1.3.ESTUDIOS DE PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD (LOH) DEL GEN PTEN
EN CASOS CON MUTACIONES HOMOCIGOTAS

Las muestras tumorales 28 y 36 mostraron mutaciones homocigotas en el gen PTEN. Esta
homocigosis puede ser consecuencia de la pérdida de uno de los alelos del gen en las células tumorales'?,
por lo que se procedi6é a estudiar un polimorfismo intrénico del gen PTEN (IVS4+109ins5). Como se
observa en la figura 31, ambos tumores eran heterocigotos para este polimorfismo en el tumor, lo que
confirma la presencia de dos alelos del gen y la naturaleza homocigota de las mutaciones.

Figura 31, Resultado de la electrofore ucleasa de restriccion AflII del fragmento
de PCR que contiene el polimorfismo es de carcinoma dometrial. En el pocillo 1
se muestra el marcador de peso molecuiar; 10s pociios z y 3 corresponaen a las muestras 28 y 36 donde se aprecia su
heterocigosis; los pocillos 4, 5, 6 y 7 son controles en los que se observan las combinaciones posibles de alelos siendo 4 y 6
homocigotos sin insercién, S heterocigoto y 7 homocigoto con insercion.

1.1.4.ANALISIS DE EXPRESION DE LA PROTEINA PTEN

El andlisis de expresion de la proteina PTEN mediante Western blot se realizé en 38 muestras de
tejido tumoral de pacientes de carcinoma endometrial y en los extractos proteicos de 4 lineas celulares de
carcinoma endometrial.

El estudio de las lineas celulares de carcinoma endometrial mostré una expresion homogénea de
proteina PTEN en las lineas celulares HEC1B, KLE y SKUT]1, observando una falta de expresion en la
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linea AN3CA, que es portadora de la mutacion ¢.389 390delG, p.R130fsX3 en homocigosis** (figura
32).

1 2 3 4
1.HEC1B
PTEN — hv = @ | 55 KDa 2. AN3CA
' 3. KLE
B-actina —> 43 KDa 4. SKUT1

Figura 32, Western blot con inmundeteccion de la proteina PTEN en cuatro lineas celulares de carcinoma endometrial
(HEC1B, AN3CA, KLE, SKUT1). La deteccion de proteina B-actina corresponde al control de carga.

El analisis de expresion de la proteina PTEN en 38 extractos proteicos de carcinoma endometrial,
cuantificados y normalizados, mostré que los tumores con mutaciones de cambio de fase de lectura y
mutaciones de tipo “nonsense”, presentaban una disminucion en la cantidad de proteina detectada (figura
33, tabla 27).

.Caso 5
.Caso 9
. Caso 30
Caso 7
. Caso 10
Caso 13
.Caso 11
Caso 24
. Caso 31

PTEN—> |— *—-— e | 55 KDa

B-aClng = o e _m— e | 45 K02

©CONODUAWNER

Figura 33, Western blot con inmunodeteccion de la proteina PTEN en nueve muestras de carcinoma endometrial. La
deteccion de proteina B-actina corresponde al control de carga.

Cabe destacar que los casos 25 y 42, que no son portadores de mutaciones en el gen, presentaban
una disminucion de expresion de proteina PTEN, sugiriendo que debe de existir otro mecanismo de
inactivacion monoalélica, como pérdida de heterocigosidad o inhibicion de la expresion por
hipermetilacion del promotor del gen (tabla 27).

Tabla 27, Resultados del analisis de expresion de la proteina PTEN en los extractos proteicos tumorales de carcinoma
endometrial. (H) muestra las alteraciones homocigotas.

Caso Expresion EX presion Falta de Alteracién en PTEN
normal disminuida | expresion
1 + Germinal
2 + Germinal
5 i p.P95T, p.Q110X, p.A126T
6 4 p.R172£sX5
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8 + p.R130P
9 IVS5-12insT
10 + Germinal
11 p.1253fsX2, p.L320S
12 + Germinal
13 p.G132D, p.1253fsX2
15 + p.G132A
16 + Germinal
17 + Germinal
18 + p.P248R, p.G251V
19 + p.R130G
20 + Germinal
21 + Germinal
22 + p.R130P
23 + p.G132A, p.G165R
24 + p-R130G
25 Germinal
26 + Germinal
27 p.C136£sX42
28 + p.Q171H (H)
29 + Germinal
30 + Germinal
31 + p.L152L
32 p.D300£fsX6
33 Germinal
34 Germinal
35 + Germinal
36 p-R233X (H)
37 p.Y176fsX2
38 + p.R130G
39 p.P248fsX4
40 p.E256X
41 + Germinal
42 Germinal

Resultados ™

Los tumores 9 y 36 mostraron una ausencia total de proteina (figura 33, tabla 27). En el caso del
tumor 9, se encontrd un polimorfismo del gen PTEN en heterocigosis en el intron 5 (IVS5-12insT), por lo
que se puede descartar una pérdida alélica, (tabla 24), siendo la causa mas probable de la pérdida de
expresion, la hipermetilacion del promotor del gen PTEN de ambos alelos. En la muestra 36, la falta de
expresion puede ser explicada como consecuencia de la aparicion de una mutacion de parada de la

traduccion en homocigosis (¢.697C>T, p.R233X).

1.2. TP53

El estudio del gen de p53 comprendi6 el analisis mutacional de los exones de 4 a 10 y las regiones
intronicas flanqueantes en 42 muestras de DNA procedente de tejido tumoral. Asimismo, se procedi6 al
estudio de pérdida de heterocigosidad en las muestras en que se encontraron variantes en homocigosis.

1.2.1.ANALISIS MUTACIONAL DEL GEN TP53
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El analisis del gen TP53 en 42 casos de cancer de endometrio mostr6é 9 mutaciones, de las cuales 7
corresponden a cambios de tipo “missense” y dos a inserciones con cambio de fase de lectura y aparicion
de un codén de parada prematuro; ademas, fueron identificados seis polimorfismos (tablas 28 y 29).
Todos estos cambios correspondieron a variantes descritas con anterioridad.

Tabla 28, Polimorfismos encontrados en el gen TP53, (H) muestra las mutaciones encontradas en homocigosis.

Mutacion Mutacion

Funcion

Dominio afectado

cDNA proteina
6 c.639A>T p.R213R Unién a DNA No patogénica
4 c.215G>C p-R72P SH3 No patogénica
Int 3 ins16 bp - - No patogénica
6 c.665C>T p-P222L Unién a DNA No patogénica
Uni6on a DNA/ R
8 c.916C>T p-R306R o No patogénica
Tetramerizacion
4 c.108G>A p.P36P Transactivacion No patogénica

Tabla 29, Mutaciones encontradas en el gen TP53, (H) muestra las mutaciones encontradas en homocigosis.

Dominio

Mutacion

Caso Exén Mutacion cDNA . Funcion
proteina afectado
6 c.638G>A p-R213Q Unién a DNA Patogénica
4 c.328C>T p-R110C Unién a DNA Patogénica
7 c.722C>T (H) p.S241F (H) Unién a DNA Patogénica
5 c.527 528insC p-C176fsX180 Unién a DNA Patogénica
8 c.818G>A (H) p-R273H (H) Union a DNA Patogénica
7 c.744G>A p-R248Q Union a DNA Patogénica
5 c.458 459insG p.P153£sX179 Union a DNA Patogénica
8 ¢.832C>T p.P278S Union a DNA Patogénica
8 c.821T>C p.V274A Unién a DNA Patogénica

En los casos 1, 4 y 17, en los que dispusimos de sangre periférica, comprobamos la naturaleza
somatica de las alteraciones encontradas. En los casos 16, 24, 38 y 42 se encontraron los polimorfismos
del codon 72 y del intron 3 de TP53 en heterocigosis, tanto en tumor como en sangre periférica.

Tres de los polimorfismos encontrados, eran cambios silenciosos sin efecto en la traduccion
(c.108G>A, ¢.639A>T y ¢.916C>T). La mutacion ¢.665C>T se describe como una variante sin funcion
patogénica ya que no modifica la actividad de la proteina, y los cambios ¢.215G>C y la insercion de 16
bp en el intron 3 corresponden a dos polimorfismos que se presentan en la poblacion de forma muy
frecuente y que han demostrado tener mayor actividad proapoptoética y aumentan la susceptibilidad de
desarrollo del cancer respectivamente (tabla 28).

Los tipos tumorales que mostraban alteraciones en el gen TP53 correspondian a tumores de tipo no
endometrioide (3 mutaciones en 6 tumores), tumores mixtos o sarcoma (4 mutaciones de 8 tumores) y, en
solo dos casos a tumores de tipo endometrioide.

En estos resultados cabe destacar la presencia de dos mutaciones patogénicas en el gen TP53 en el
caso 28 (tabla 29), presumiblemente localizadas en dos alelos distintos. Este caso resulta poco frecuente
ya que las proteinas mutantes de p53 actian como dominantes negativas, secuestrando la proteina
generada a partir del alelo germinal e imposibilitando su funcion'**'*’.
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1.2.2.ESTUDIOS DE PERDIDA DE HETOCIGOSIDAD (LOH) DEL GEN TP53

Las muestras tumorales 12 y 21, que mostraron mutaciones homocigotas en el gen TP53, no
presentaban ninguno de los polimorfismos frecuentes del gen en heterocigosis en el tumor o en sangre
periférica, por lo que no podemos descartar una pérdida de heterocigosidad del locus de TP53". Por ello,
el estudio de pérdida de heterocigosidad fue realizado mediante PCR a tiempo real cuantitativa
comparativa, utilizando la amplificacion del exén 7 del gen TP53 y una amplificaciéon control localizada
en el cromosoma 12. Los resultados de este ensayo se muestran en la figura 34, donde se observa la
grafica de cuantificacion relativa (RQ) frente a las muestras analizadas. Como se muestra en esta figura,
los DNA tumorales de los casos 12 y 21 no presentaron pérdidas, confirmando la presencia de los dos
alelos en las muestras de estudio y determinando que las de mutaciones encontradas afectan a ambos
alelos.

TP53 ex7
14
13
12
11
. [ ]
0.e4
[k
g 07
06
05
044
03
0z
01
0.0+ "
Muestra Muestra Muestra
tumoral 12 tumoral 21 Control

Figura 34, Grafica donde se muestra en el eje de abscisas las muestras analizadas mediante PCR cuantitativa relativa y en el
eje de ordenadas la cuantificacion relativa (RQ) del exén 7 del gen TPS3 comparando con una amplificacion control del
cromosoma 12. También se muestran las barras de desviacién estindar.

1.3. CDHI1

El andlisis mutacional del gen CDH1, que codifica la proteina E-Cadherina, comprendi6 el estudio
de los 16 exones de su secuencia y los extremos intrénicos flanqueantes, y fue realizado en 42 muestras
de DNA tumoral de carcinoma endometrial.

Este estudio reveld la presencia de cuatro variantes en tres de los tumores analizados. De estas
alteraciones, dos de ellas (casos 19 y 23) corresponden a polimorfismos silenciosos sin repercusion sobre
la traduccion (tabla 30). Las dos mutaciones restantes correspondian a alteraciones que afectan a la
secuencia del precursor proteico de E-Cadherina, y se describen por primera vez en este trabajo (tabla
30).

Tabla 30, Polimorfismos encontrados en el gen CDHI.

Mutacién | Mutacién Dominio Descrita en
cDNA proteina afectado Bibliografia

c.933C>G p.L311L Extracelular Descrita No patogénica
c.1896C>T p.H632H Extracelular Descrita No patogénica

Caso Exon Funcion
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Las mutaciones descritas por primera vez en este trabajo se encontraron en un tumor de tipo
endometrioide de grado bajo (caso 19) y un carcinoma seroso (caso 30). El estudio mediante simulacion
in silico con ayuda de los programas bioinformaticos de prediccion de cambios aminoacidicos mostr6 que
las variantes V851 y R90Q no alteran la funcion de la proteina E-Cadherina (tabla 32). No obstante, en
dos de los programas no se pudo realizar el célculo por ser escaso el alineamiento con proteinas

homdlogas.

Tabla 32, Comportamiento tedrico de las mutaciones de cambio de sentido del aminoacido en el gen CDHI, no descritas

Tabla 31, Mutaciones encontradas en el gen CDHI1.

Mutaciéon
proteina
p-V85I

Mutacion
cDNA

c.253G>A

Dominio
afectado

Precursor

Descrita en
Bibliografia

No descrita

Funcion

Desconocida

c269G>A | p.R90Q

Precursor

No descrita

Desconocida

anteriormente. Los valores aparecen en PSIC (PolyPhen) y NN (PMut). P=patogénico, N=neutro.

No alineamiento

No alineamiento

Este analisis fue completado con el estudio in silico del nivel de conservacion evolutiva de los
aminoacidos mutados en las diferentes especies mediante el programa PolyPhen. Como se observa en la
figura 35, estos codones no son estables e incluso en alguna de las especies aparecen los aminoacidos

mutados, lo que refuerza la hipotesis de que estas mutaciones no son relevantes.
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Figura 35, Alineamiento de secuencias de la proteina E-Cadherina en diferentes especies empleando el programa PolyPhen
de los aminoacidos A) V851 y B) R90Q. El circulo azul sefiala la variante encontrada.

1.4. CDKN2A

Hemos estudiado los dos exones del gen CDKN2A vy los extremos intronicos flanqueanes. Este
analisis se llevo a cabo en las 42 muestras de DNA tumoral de carcinoma endometrial. Los resultados
muestran la presencia de un polimorfismo descrito previamente en el exén 2, que fue identificado en dos
casos (tabla 33), y una mutacion de significado desconocido, descrita con anterioridad por otro grupom,
que se encontrd en un carcinoma mixto que comparte diferenciacion endometrioide y de células claras
(tabla 34).

Tabla 33, Polimorfismo encontrado en el gen CDKN2A.

Mutacion Mutacion Descrita en

Funcion

cDNA proteina Bibliografia
c.445G>A p.A148T Descrita No patogénica

Tabla 34, Mutaciones encontradas en el gen CDKN2A.

. s . r Descrita en
Mutacion Mutacion

Caso Exoén Bibliografi Funcion

cDNA proteina a

Descrita Desconocida

En el caso de la mutacién de significado desconocido, se procedi6 a completar su estudio mediante
simulacién in silico con ayuda de los programas bioinformaticos de prediccion de cambios
aminoacidicos. Los resultados de este estudio mostraron discrepancia sobre la posible patogenicidad de la
variante A73T. Unicamente el programa bioinformatico SNPs3D predijo un efecto patogénico para la
mutacion (tabla 35).

Tabla 35, Comportamiento teérico de la mutacion de cambio de aminoacido en el gen CDKN2A, no descrita anteriormente.
Los valores aparecen en PSIC (PolyPhen) y NN (PMut). P=patogénico, N=neutro.

N 0,205 P -0,37 N 0,03 N 0,07 N -2,105
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Este analisis fue completado con el estudio in silico del nivel de conservacion evolutiva del
aminoacido mutado en las diferentes especies mediante el programa PolyPhen. Como se observa en la
figura 36, la posicion 73 de la proteina pl6, no estd conservada a lo largo de la evolucion, estando
presente el aminoacido treonina en una especie diferente a la humana.

BUERY: LLHGAEPH{ A QPATLINPYHDAARECFLDTLVVLH
PREDICTED: similar to Cyclindependent kinas... B b P ATLTFPVEDALFEGFLETL AVLE
oyelin dependant kinase inhibitar [Sus sorofa] LLEGADPN§ B JFATLTRPVEDALREGFLDTLVVLE
PREDICTED: imil=r ta Chaln B, Mechsnism Of 51..., LLHGADFN P ATLTFPVED A LFEGFLETLVILE
Chain A, Tumor Suppressar PAS(Inkeb] Structure By Com.l . . LLEGLEFN PATLTRPVHDALREGFLDTLVVLE
syelin-dependant knass inhibitor 28 [systheti o.. H-LEFN P ATLTFPVED A L FEGFLBTLVVLE
yolin-dependent kinase inhibitor 2B [Bos ta. LLEGLDFN PATLTRPVHDALREGFLDTLVALE
eyelin-dependent Knase inhibitar 2B [Sus sorof HiADFN PATLTFFVHD AL PEGFLETLV AL
PASINKAE ayollrdepandent Kinase intibitor [Meso... LLEGLEFN FNTLTRPVHD A AREGFLDTLVVLE
eyolin-dependent knase inhibitar 2 [e. . TAEPNE B P ATLEFFVEDL L PEGFLET H
G2 protein [Rattus norvegious] ELLLLEGAEFN PATLTRPVHDALREGFLDTLNVLE
A73T PREDICTED: syclin-dependent kinase inhibitoc (El Hi AEFN TLTRPYVHD EGFLDT H
yolin-dependent kinase inhibitor 24 isoform... I E P TTFSHFVED A LFECFLDTLVVLE
ayelin dependent Hnase inhibiter 24 [Ratus no.., E JPTTLEFPVHED AL PEGFLDTLUVLE
PIBICORNZAMTS [Falis catus] ED PATLTRPVEDLLREGFLITLVVLE
PREDICTED: similzr ta Cyslindependert kinase d. .. T PATLTFPYHDALREGFLDTL H
eyclin-dependert Kinase inhibitar 2 isoform... EFNF P JPTTLTLFVEDLLREGFLDTLHLLE
PREDICTED: similzr to pA6INKAD cyslin-depend... ELLLEHG/DPNE B JPTTLTLPYHDALPECFLDTL ILLE
yelin.dapendent Kinase inhibitor 2 {malanams, .. ELLLQRGADEN] B JEPTICEPAHDA FLDTLWLLE
unina med protein product [Tetracdon nigraviridis) QVLLDHEAKDINY A JSTCAPPLEDALFSCFLD TS ¥
MGE 184408 protein [Kenopus Izsuis] ELLLDYGADFSY BYFSTCTCPFTHD LARECFLITLLVL
PISCOKNZR [Hiphophorus hellari] LTHGADPN e)s'r STPLEDALPTCFLDTVOLLS

Figura 36, Alineamiento de secuencia de la proteina p16 en diferentes especies empleando el programa PolyPhen para el
aminoacido A73T. El circulo azul sefiala el cambio de la variante encontrada.

2. ANALISIS DE ONCOGENES

2.1. PI3K

En este trabajo hemos estudiado los exones 7, 9 y 20 del gen PIK3CA, que codifica la subunidad
catalitica p110a de la proteina PI3K, donde se acumulan las mutaciones patogénicas descritas hasta la
fecha y que se relacionan con un aumento de la actividad de la proteina, asi como los extremos intronicos
flanqueantes de dichos exones. Ademas, se realizo el estudio de expresion de esta subunidad en muestras
proteicas y en lineas celulares de carcinoma endometrial.

2.1.1.ANALISIS MUTACIONAL DEL GEN PIK3CA

El analisis del gen PIK3CA en 42 muestras de DNA tumoral de carcinoma endometrial mostr6 7
mutaciones en 8 de los casos (19%), 7 tumores endometrioides y uno mixto (tabla 36). Cinco de estas
alteraciones aparecieron en tumores que también presentaban mutaciones patogénicas en el gen PTEN
(tabla 24).

La mayoria de las mutaciones encontradas en este trabajo en el gen PIK3CA corresponden a
cambios “missense” que producen un aumento en la actividad de la proteina y que se localizan en la
region del dominio kinasa (ex6n 20). Dos de las alteraciones encontradas (casos 4 y 10) generan proteinas
truncadas que, en el primer caso, no produce un cambio en la fase de lectura y, en el segundo caso,
codifica un codon de parada prematuro, que genera una proteina truncada que carece de su dominio
kinasa. En este caso queda comprometida la actividad enzimatica de la proteina.

La disponibilidad de sangre periférica del caso 4 permitié comprobar la naturaleza somatica de la
mutacion.
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Tabla 36, Mutaciones encontradas en el gen PIK3CA.

Mutacién
proteina

Descrita en
Bibliografia

Dominio
afectado

Mutacion cDNA

Caso Exon Funcion

7 ¢.1353 1379del p-G451 G460del C2 No descrita | Desconocida
20 c.3061T>C p-Y1021H Kinasa Descrita Patogénica
20 c.2974C>T p-R992X Kinasa No descrita | Desconocida
20 c.3127A>G p-M1043V Kinasa Descrita Patogénica
20 c.3132T>G p-N1044K Kinasa Descrita Patogénica
20 c.3140A>G p-H1047R Kinasa Descrita Patogénica

9 c.1635G>T p.E545D Hélice Descrita Patogénica

La mutacion p.G451 _G460del en el exon 7 de PIK3CA identificada en la muestra 4 y descrita por
primera vez en este trabajo, produce una delecion de 9 aminoacidos en fase de lectura que afecta al
dominio C2 de la proteina. Esta mutacion fue estudiada mediante el programa de prediccion de
estructuras secundarias de proteinas PSIPRED para determinar los posibles efectos sobre la estructura y
plegamiento de la proteina (figura 37).
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Figura 37, Estructura secundaria de la proteina PIK3CA germinal y mutada (p.G451_G460del) desde el aminodcido 400
hasta el final de traducciéon, generadas por el programa PSIPRED donde se sefiala las zonas deleccionadas (caja y linea
roja).

En esta simulacion se puede observar como la mutacion produce la delecion de un fragmento de
una pequefla cinta B y, ademas, modifica el plegamiento de las estructuras adyacentes (figura 37). Ese
segmento del dominio C2 de la proteina contiene, en su variante germinal, hasta 4 cintas f que componen
una estructura de mayor complejidad en forma de lamina P¥, importante para la unién a otros
intermediarios celulares como los receptores tirosina kinasa, ras, etc, y a la membrana plasmatica. En su
variante mutada, esta region forma 5 cintas B y en diferente disposicion pudiendo afectar a la
funcionalidad de la proteina.

El estudio in silico de la conservacion evolutiva de la region deleccionada, realizado mediante el
programa PolyPhen, determind que los aminoacidos L456, N457 y P458 que forman dicha region
mantienen un alto grado de conservacion a lo largo de la evolucion (figura 38). Sin embargo, el resto de
aminoacidos presentan variabilidad dentro de las diferentes especies permitiendo mayor ntimero de
cambios sin llegar a comprometer la funcionalidad de la proteina.
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G451_G460del

QUERY! . . .DYTDTILVSGYMAL L NP IGVIGINPHEETE CLELEFDWE'S
PREDIETED: 5imilar ta phosphoinositide 2-knase. . -DYTHTLVE L MNP ICUTGENPNEETF CLELEFDYFS
urramed protein produst [Tatrsaden nigraviridis]. .+ ¢ DYTHTLVLGEH! JL/MF IOV TC4MPNIETECLELEFEHF
unramed protain produst [Tetraedon nigroviridis] <« T THTL VAN EN L L NFICVTSNENEETPC LENEFDHFS
urriamed profein prodict [Tetraodan nigrawirldis]. . ¢ DYEDILYS S1 ENIL DT T I A== ~HS TS
phosphainesitide 2 kinase cstalyticsub.. .DYTDTLVS LHI EOL LN 75 4NPHI ETPCLELEFDCFS
urramed protein produst [Tatrsadon nigraviridis]. <3 DT v LTI EDF L:NF I0VIGHNFNEE TRCYELEFSTFN
PREDIGTED: similar to PIGHIZE CEATATPA isgfor, | .. DFCS0LCT NTLYTUTY FDHQDL L HELOTVVFHMEED AL IL TR ENY
urriamed profein product [Mus mossulie] =gi[125240. | . . DT TOERCLEFNWPVPREECEL L HF LG TR NP TES i fimm e 3
phosphoinositide-3-kinass, catahtic, Bata pelype.., e OFUGQLETEDT TLESHSFORELEEN L ME M- TV ME ¥ TEN A T— e )
phosphoinosifide3-kinass| catalyic, beta p.. .« DYECQLENGEFVLESWSFRPELEEN L NPEG TVQNEYTEN L i LEIFFQEYS
PREDICTED: similar to phosphoinositide 3-kinass... co s DY EDOLETOERC LYNWP VP SEHCEL L NPCCTVRFNPNTES £ A LV IFEY
Phosphatidylinosital s S-bisphosphats 3. .+ . DYEDQLETCERCL¥NWPVPRERCEL LNP TOTVEFNPNTDS A~ ~mm = = 3
phosphainositide 3-kinase, catalytic, delfa ... <« DYEDOLETCECT LENWSFPREFGEL L NPUCTUQHENTES & b e
phosphsinosifide3-kirass; catalyic, beta p.. .+ . DYECQLESODHVLHECWSFRYELEEN L NP MG TV HEY TETTTLHIKF EST

Figura 38, Alineamiento de secuencias de la proteina PIK3CA en diferentes especies empleando el programa
PolyPhen para la region G451_G460 seiialada con una caja azul.

2.1.2.ANALISIS DE EXPRESION DE LA SUBUNIDAD p110a DE PI3K

El analisis de expresion de la proteina p110a (subunidad catalitica de PI3K) mediante Western blot
se realizd en 38 muestras de tejido tumoral de carcinoma endometrial y en cuatro extractos proteicos
procedentes de lineas celulares de carcinoma endometrial.

El analisis de las lineas celulares de carcinoma endometrial mostr6é una expresion homogénea de
proteina p110a en los cuatro tipos estudiados (figura 39). La linea celular HEC1B presenta una mutacion
puntual en el gen PIK3CA en el ex6n 20 (c.3145G>C, p.G1049R) que no afecta a la expresion’.

1 2 3 4
l‘— 1.HEC1B
100a — 110 KDa
P g S" 2. AN3CA
3. KLE
B-actina —> |y e 43 KDa 4. SKUT1

Figura 39, Western blot con inmunodeteccion de la proteina p110ao en lineas celulares de carcinoma endometrial (HEC1B,
KLE, AN3CA,SKUT1). La detecciéon de proteina p-actina corresponde al control de carga.

El analisis de expresion de la proteina p110a (PIK3CA) en los extractos proteicos de 38 muestras
de carcinoma endometrial, cuantificados y normalizados, puso de manifiesto una inmunodeteccion
homogénea de proteina pl10a en las muestras analizadas independientemente de la presencia de
mutaciones en el gen PIK3CA. Sin embargo, el caso 10, tumor con una mutacioén “nonsense” que produce
una proteina truncada en el dominio kinasa de la proteina, muestra falta de expresion a pesar de que dicha
mutacion afecta a un unico alelo (figura 40, tabla 37).
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.Caso 1

.Caso 11
.Caso 13
Caso 10
Caso 12
Caso 22
Caso 15
.Caso 5

.Caso 15

1 2 345 6 78 9
plo0a —> |Sme~gm " HMgee ¥ 10kDa

B-actina —> |~ ————— v | 13 KDa

©CONOUTAWN P

Figura 40, Western blot con la inmunodeteccion de la proteina p110a en 9 muestras de carcinoma endometrial. La deteccién
de la proteina B-actina corresponde al control de carga.

Tabla 37, Resultados del analisis de expresion de la subunidad p110a de PI3K en tejido tumoral de carcinoma
endometrial.

Caso Expresién Falta d,e Alteracién en
Normal expresion PIK3CA
1 + Germinal
2 + Germinal
5 + Germinal
6 + Germinal
8 + Germinal
9 + p.Y1021H
10 + p-R992X
11 + p-M1043V
12 + Germinal
13 + p-N1044K
15 + Germinal
16 + Germinal
17 + Germinal
18 + Germinal
19 + Germinal
20 + Germinal
21 + Germinal
22 + Germinal
23 + p-H1047R
24 + Germinal
25 + Germinal
26 + Germinal
27 + Germinal
28 + Germinal
29 + Germinal
30 + Germinal
31 + Germinal
32 + p-H1047R
33 + Germinal
34 + Germinal
35 + Germinal
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36 + Germinal
37 + Germinal
38 + Germinal
39 + Germinal
40 + Germinal
41 + p.E545D
42 + Germinal

2.2. KRAS'Y BRAF

En este trabajo hemos estudiado los exones 2 y 3 del gen KRAS y los exones 11 y 15 del gen
BRAF en 42 muestras de tejido tumoral de carcinoma endometrial.

El estudio mutacional de los exones 2 y 3 del gen de KRAS en las 42 muestras tumorales de
carcinoma endometrial mostré cuatro tumores portadores de mutacion en el codon 12, dos en el codoén 13
y ninguno en el codon 61 (tabla 38). En los casos 24 y 35, al disponer de muestra procedente de sangre
periférica, se pudo comprobar la naturaleza somatica de las alteraciones encontradas.

Tabla 38, Mutaciones encontradas en el gen KRAS.

Caso Exén Mutaciéon cDNA Mutacion proteina

2 c.35G>T p-G12V
2 c.35G>A p-G12D
2 c.38G>A p.G13D

Todas las muestras tumorales con alteraciones en el gen KRAS fueron clasificadas como de tipo
endometrioide, excepto la muestra 24, que corresponde a un tumor mixto con variantes de tipo
endometrioide y no endometrioide.

El estudio mutacional del gen BRAF mostré una tinica alteracion en el intrén 15 no descrita hasta
la fecha (tabla 39). Esta mutacion fue considerada como no patogénica al no producir ningin cambio en
la secuencia proteica y no encontrarse en los extremos flanqueantes proximos al exén. Asimismo, la
mutacion V60OE, que es la que mayor numero de veces ha sido encontrada en tumores, no ha aparecido
en ninguna de las muestras estudiadas.

Tabla 39, Polimorfismo encontradas en el gen BRAF.

Mutacion Descrita en

Caso Exon  Mutacion cDNA ! o e = Funcion
proteina Bibliografia

Int 15 c.1860+17delT - No descrita No patogénica

2.3. CTNNBI

El analisis del exon 3 del gen CTNNBI, que codifica la proteina -catenina, se realiz6 en las 42
muestras tumorales de carcinoma endometrial. Nuestro estudio mostré 5 mutaciones puntuales de tipo
“missense” en 8 casos (19%), todas ellas descritas con anterioridad en trabajos previos'? (tabla 40). Estos
cambios han sido considerados patogénicos porque modifican los residuos de serina 33, 37 y treonina 41
del dominio regulador o los residuos adyacentes como son los aminoéacidos de las posiciones 32 y 34",
todos ellos sitios consenso para el marcaje que realiza GSK-3p para la degradacion de la proteina''®. En el
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caso 42, al disponer de muestra procedente de sangre periférica, se pudo comprobar la naturaleza
somatica de la alteracion encontrada.

Tabla 40, Mutaciones encontradas en el exén 3 del gen CTNNBI1.

Mutacion Mutacion Descrita en

cDNA proteina Bibliografia
c.94G>A p-D32N Descrita
c.111C>T p.S37F Descrita
c.122A>G p.-T41A Descrita
c.101G>A p-G34R Descrita
c.98C>G p.S33C Descrita

Las mutaciones encontradas en este trabajo en el dominio regulador del gen CTNNBI
corresponden en su mayoria a tumores de tipo endometrioide (7 casos), excepto una que se encontrd en
un tumor carcinosarcoma.

ANALISIS DE LA FUNCION REPARADORA DEL DNA EN
CARCINOMA ENDOMETRIAL

1. ANALISIS DE LA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

El analisis de las secuencias microsatélites BAT25, BAT26, D2S123, D5S346, D17S250, BAT40,
PAX6 y MYCLI se realizé en 11 casos de carcinoma endometrial en los que se pudo obtener tanto tejido
tumoral como sangre periférica. Este estudio mostrd inestabilidad en 7 de los casos analizados (63,6%)
que presentaron entre 3 y 4 marcadores alterados (tabla 41).

Cuatro de las muestras inestables correspondian a tumores de tipo histologico endometrioide,
mientras que el resto corresponde a tumores de naturaleza mixta y serosa. En cuatro de los casos que
mostraron inestabilidad, se identificaron alteraciones en el gen PTEN, llamando la atencion que, en 3 de
ellas, se observo el cambio del aminoacido R130 localizado en el dominio fosfatasa de la proteina.
Asimismo, dos muestras (casos 1 y 4, tabla 41) presentaron mutaciones patogénicas en el gen TP53,
mientras que la muestra 26, no ha mostrado ningun tipo de alteracion en los genes estudiados en este
trabajo.

Tabla 41, Resultados de MSI en carcinoma endometrial. (I)=marcador inestable. (E)=marcador estable.

1 I E g I E I E E 3

2 E E g E E g g g 0
4 15 15 I 1 1 ] 15 I 4
16 IS IS B IS IS 15 IS 15 0
17 E E I E E g I I 3
18 IS IS B IS IS 15 IS IS 0
22 I I B E I g I g 4
24 1 IS I 1 IS 15 IS 15 3
26 E E g I I B g I 3
38 E E g E I I I g 3
42 E E B E E g g g 0
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2. ANALISIS DE LOS GENES IMPLICADOS EN LA MAQUINARIA
DE MMR

El estudio de los patrones de hipermetilacion de los promotores de los genes relacionados con la
maquinaria de MMR, hMLH1, hMSH2 y hMSH6, se realizé en 42 casos de carcinoma endometrial
mediante MS-MLPA. Este estudio se completd con el analisis mutacional de las regiones codificantes de
los genes, hAMLH1 y hMSH2 y con el estudio de grandes deleciones mediante MLPA, y posteriormente,
PCR a tiempo real cuantitativa comparativa para la confirmacion de los resultados obtenidos.

2.1. ANALISIS DE METILACION DE LOS PROMOTORES DE LOS
GENES hMLH1, hMSH2 y hMSH6

El estudio del estado de la metilacion de la region promotora de los genes relacionados con la
maquinaria de MMR (hMLH1, hMSH2 y hMSH6) mostré unos resultados que se exponen en la tabla 42.

Tabla 42, Resultados de MS-MLPA de carcinoma endometrial. (-)= no metilacion. (+)=hipermetilacion moderada.
(++)=hipermetilacién alta.

Caso hMLH1 hMSH2 hMSH6
Mediana Estado metilacién Mediana Estado metilacién Mediana Estado metilacién

1 0,0012 - 0,0015 - 0,0019 -
2 0,001 - 0,002 - 0,0018 -
3 0,611 + 0,002 - 0,010 -
4 0,010 - 0,005 - 0,050 -
5 0,500 + 1,001 ++ 0,0019 -
6 0,965 ++ 0,940 ++ 1,590 ++
7 0,690 + 0,950 ++ 1,330 ++
8 1,410 ++ 1,001 ++ 1,010 ++
9 0,983 ++ 0,145 - 0,260 -
10 0,005 - 0,0012 - 0,002 -
11 0,0016 - 0,235 - 0,011 -
12 0,031 - 0,025 - 0,090 -
13 0,890 ++ 0,385 + 0,062 -
14 1,130 ++ 1,002 ++ 3,380 ++
15 0,150 _ 0,140 _ 0,030 -
16 0,004 - 0,109 - 0,0018 -
17 0,050 _ 0,260 _ 0,0019 -
18 0,030 - 0,015 - 0,630 +
19 0,041 _ 0,0013 _ 0,070 -
20 0,060 - 0,060 - 0,060 -
21 0,060 _ 0,015 _ 0,0019 -
22 0,620 + 0,0011 - 0,090 -
23 0,022 _ 0,030 _ 0,027

24 0,005 - 0,005 - 0,030 -
25 0,255 _ 0,200 _ 0,400 +
26 0,430 + 0,540 + 0,560 +
27 0,010 _ 0,015 _ 0,030 -
28 0,250 - 0,115 - 0,020

29 0,015 _ 0,020 _ 0,101 -
30 0,0012 - 0,0015 - 0,020 -
31 0,130 - 0,125 - 0,210 -
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32 0,210 B 0,170 B 0,360 -
33 0325 o 0,230 _ 0,320

34 0,105 B 0,015 B 0,020 _
35 0,460 o 0,420 o 0,440 _
36 0,345 o 0,240 B 0,010 -
37 0,020 _ 0,011 _ 0,040 _
38 0,715 o 0,023 B 0,0010 _
39 1,015 I 0,010 _ 0,040 _
40 0,015 B 0,015 B 0,010 _
4 0,020 _ 0,0010 _ 0,040 _
02 0,670 o 0,510 o 1,140 P

Nuestros resultados muestran que 16 casos presentaban hipermetilacion del promotor de hMLH1
(38,1%), 9 casos hipermetilacion del promotor de hMSH2 (21,4%) y 11 casos hipermetilacion del
promotor de hMSHG6 (26,2%).

Los casos 3, 18, 22, 26, 38 y 42, que presentaban patrones de hipermetilacion en las regiones
promotoras de los genes hMLH1, hMSH2 y hMSH6, mantenian una disposicion germinal en las muestras
DNA procedentes de sangre periférica.

De todas las muestras analizadas, 20 casos presentaron ausencia de hipermetilacion en las regiones
promotoras estudiadas, siete casos presentaron hipermetilacién de los promotores de hMLH1, hMSH2 y
hMSHG6 (casos 6, 7, 8, 14, 26, 35 y 42), seis casos mostraron hipermetilacion de hMLHI1 (casos 3, 9, 22,
36, 38 y 39), tres casos mostraron hipermetilacion de la region promotora del gen hMSH6 (casos 18, 25 y
32), dos casos presentaron hipermetilacion de hMLH1 y hMSH2 (casos 5 y 13), y un casos mostro
hipermetilacion en las regiones promotoras de hMLH1 y hMSH6 (caso 33).

2.2. ANALISIS MUTACIONAL DEL GEN hMLH1

El analisis mutacional de los 19 exones y las regiones intronicas flanqueantes del gen hMLH1
mostré dos mutaciones de caracter patogénico descritas con anterioridad (casos 9 y 31) y una variante
polimorfa (tablas 43 y 44). Las mutaciones patogénicas consistieron en un cambio “missense” y en una
mutacion en una de las bases flanqueantes del intron 3, que altera el procesamiento del RNA.

Tabla 43, Polimorfismo encontrado en el gen hMLHI1.

Descrita en

Mutaciéon cDNA . Bibliografi Funcion
proteina a

c.1959G>T p.L654L Descrita No patogénica

Mutacion

Tabla 44, Mutaciones encontradas en el gen hMLH]I.

Descrita en

Mutacion

Mutaciéon cDNA . Bibliografi Funcion
proteina a
16 c.1852 1853AA>GC p.K618A Descrita Patogénica
Int. 3 c.306+5G>A “splicing” Descrita Patogénica

2.3. ANALISIS MUTACIONAL DEL GEN hMSH2
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El analisis de los 16 exones y las regiones intronicas flanqueantes del gen hMSH2 mostré una
mutacion tipo “missense” no descrita hasta el momento, y dos variantes polimorficas intronicas (tablas 45
y 46).

Tabla 45, Polimorfismos encontradas en el gen hMSH2.

. r . r Descrita en
Mutacion Mutacion

Caso | Exén Bibliografi Funcién

cDNA proteina a

¢.2006-6T>C Descrita No patogénica
Int 1 c.211+9C>G - Descrita Desconocida

Tabla 46, Mutacion encontrada en el gen hMSH2.

Descrita en
Bibliografi Funcion
a
c.460G>A p.A154R | No descrita Desconocida

Mutacion Mutacion

cDNA proteina

La mutacion “missense” descrita por primera vez en este trabajo (c.460G>A) fue estudiada
mediante simulacion in silico con ayuda de los programas bioinformaticos de prediccion de cambios de
aminoacidicos (tabla 47). Dos de estos programas predijeron que el cambio resulta patogénico (PMut y
SIFT), mientras que los restantes (PolyPhen y SNPs3D) catalogan el cambio como neutro. El programa
Panther no pudo realizar la simulacion al no disponer de un alineamiento con una cantidad suficiente de
proteinas homologas.

Tabla 47, Comportamiento teérico de la mutacion de cambio de sentido del aminoacido en el gen hMSH2, no descrita
anteriormente. Los valores aparecen en PSIC (PolyPhen), SMV (SNPs3D) y NN (PMut). P=patogénico, N=neutro.

N 0,16 N 2,74 P 0,51 P 0,01 No alineamiento

Este andlisis fue completado con el estudio in silico del nivel de conservacion evolutiva del
aminoacido mutado en las diferentes especies mediante el programa PolyPhen. Como se observa en la
figura 41, aunque hay discordancia entre especies para el aminoacido A154 habiendo gran variabilidad en
esa posicion, al aminoacido Arginina no aparece en esa posicion.

QUERY: .+ « SQFEDTLF GHNDMS/AST GV _D'u oV
mutS homalag 2 [Mus musculus] 2ol (117 1033)splP4 .| .. SOFEDTLE NNDIIE S0 01 100 il
mismistoh repsir protein 2 [Ratius norvegisus]= . ++ VSQFEDILFONNDMATS ICIMCI KLY B FDOQEQY
IEDICTED: Similar ta DNA mismate repair prote.... v BOFEDTLFCNNDHSTS Doy wing T foooigy

" PREDICTED: similar fo hamolog of bactarial M... .+ {SQFEEILFONNDMSCSIOOY DOQHL
DNA mismsteh repair protein MSHE - African clsved frog | . . . TQFEE TLF CMNTIST vove - 1oL S EE 0l
| PREDICTED: hypothistical proteir [Gallus gatius] + v+ LOFEEVLFANNDESHATOVVOVELE 8 fDoonvI
S homalog 2 [Banio reriol 5ol (25278395 gb A4 . oo TOFEETLFGS T Py
unnamed protein product Tetraadon nigroviridis] i TP EEV LT GE S ST AATHRT AT TG

Al54R Mt homoleg 2, calon canesr, narpelypasis typs 1., v+ « SOFED ILFONNDHS LS T CVVEVEN jilaln} JFEL
PREDICTED: similar fo-mutS homalog 2 [Apls m..; oo TQFEDILFCNND T AVEY IV TAVL FHIV L
MSHZ I ke protein [Parisilliurm marneffsi] L LGS LNDS AP TIL AV SEEINICVCFADASVFELOVSEFL
Fypothetical protein CIMB_01337 [Coscidiolde .. LS MO TAP T ILAYET SERHVVIFADASYIEL CWSEFD
Fypottietical protein MGO0S7S 4 [Magnaporthe ari .. L-GQTDSAPNILIVE LSS ~FNVEVCF LD A8V FEL CVSEFT
Fypothetical protein SHOG_09507. [Phascsphasria no... QIENAPTILAVEVT E =RV IFADASTREL GVTEFL
DNAMISMATEH REPAIR PROTEIN MSH2 [Neurosperaar.. . . . OFECEPUILIVELS EL~FTVOVCF AN ASVFELOVSEFL
DMA misrmstoh repair protein msh-2 [Aspargill .. TRESAPTILAVET SERSVVCFADASTREL GUSEFL
hypothetical protein UMO3026.1 [Ustitago maydis.. FYDAD IVESE PiET T FADETNFELCVSEY
DNA mizmateh repair protein msh-2 [Chastamiu. . < QDVEEDL=GSLAE L APV~ TLAVETE A FASERAV VO FADASY RELGVSEFL

Figura 41, Alineamiento de secuencias de la proteina hMSH2 en diferentes especies empleando el programa PolyPhen para
el aminodcido A154.
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2.4. ANALISIS DE GRANDES ALTERACIONES DE LOS GENES
hMLHT Y hMSH2.

Los genes hMLHI1 y hMSH2 son proclives a presentar deleciones y reordenamientos de secuencia
que pueden llevar a la desestabilizacion del sistema de reparacion MMR'>. En este trabajo, procedimos a
la bisqueda de este tipo de alteraciones en 42 muestras de carcinoma endometrial mediante ensayos de
MLPA (figura 42).

0 100 200 300 400 sg O 100 200 , 300 400
v
55
vy,
- I '
v
| 55 + . . ‘ ‘
1960 | 1 v ‘ v
55 +
v
m 65 ”
ALMIJ e .y AL.JI ) J i U St A : ] J' Lt

45

Control Amplificacion completahMSH2

Figura 42, Electroferogramas de las reacciones de MLPA de los genes hMLH1 y hMSH2 de un control y de uno de los casos
con una amplificacién del gen hMSH2.

Los resultados de los ensayos de MLPA mostraron cuatro casos (9, 15, 17 y 25) con
amplificaciones o deleciones en los genes hMLH1 o hMSH2. Los casos 9 y 17 presentan una
amplificacion y una delecion del gen hMLHI1 respectivamente; y los casos 15 y 25 presentaron
amplificacion del gen hMSH2 completo y de la region que comprende los exones 8, 9 y 10 del gen
hMSH?2 respectivamente (tabla 48 y figuras 43a y 43b).

Tabla 48, Alteraciones cromosémicas encontradas en los genes hMLH1 y hMSH2 en carcinoma endometrial.

Caso Gen Alteracion Exones
9 hMLH1 | Amplificacion Gen completo
15 hMSH2 | Amplificaciéon 8,9y 10
17 hMLH1 Delecion Gen completo
25 hMSH2 | Amplificacion Gen completo
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Figura 43a, Grificas con los resultados de las normalizaciones de los electroferogramas de los casos 9, y 15. Las barras
naranjas corresponden a los valores de los controles, las barras azul oscuro con los valores del gen hMLH]1, las barras
azul claro con los valores del gen hMSH2 y las barras rojas con los valores de la amplificacion de los exones 8,9 y 10

del gen hMSH2. Los valores de las normalizaciones se encuentran en el apartado anexos de este trabajo (tablas 58
y 59).
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barras naranjas corresponden a los valores de los controles, las barras azul oscuro con los valores del gen hMLH1 y las
barras azul claro con los valores del gen hMSH2. Los valores de las correcciones se encuentran en el apartado anexos
de este trabajo (tablas 60, 61 y 62).

De estos resultados cabe destacar el caso 9, que ademas de la amplificacion del gen hMLHI,
muestra una amplificacion del control 3 del kit comercial de MLPA (barra naranja) que corresponde a una
region del cromosoma 3 (3p22) que es el mismo donde se localiza el gen hMLHI, lo que sugiere una
amplificacion del cromosoma completo (figura 43). Este caso, ademads, presenta una mutacion patogénica
en el gen hMLH1 (c.1852_1853AA>GC).

En el caso 17 se pudo realizar el ensayo de MLPA en muestra tumoral y en muestra procedente de
sangre periférica, observando que la delecion del gen hMLHI se detecta inicamente en el tumor (figura
43). El estudio de inestabilidad de microsatélites de esta muestra mostré los marcadores D2S123, PAX6 y
MYCLI1 como inestables (tabla 41).

Para confirmar estos hallazgos, se realizd una PCR a tiempo real cuantitativa comparativa de los
exones 3 y 10 del gen hMLH1, 8 y 11 del gen hMSH2, y una amplificacion control del cromosoma 12.
Los resultados de estos ensayos confirmaron las alteraciones encontradas en los genes hMLH1 y hMS2
por MLPA. En la figura 44 se muestran ejemplos de las graficas de PCR a tiempo real cuantitativa
comparativa (RQ) correspondientes al caso 17 (deleciéon de hMLH1) y al caso 15 (amplificacion de los
exones 8, 9y 10 de hMSH2).
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17 periférica 17 periférica
17 17
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Figura 44, Graficas donde se muestra en el eje de abscisas las muestras analizadas mediante PCR cuantitativa relativa y en
el eje de ordenadas la cuantificacion relativa (RQ) de los exones 3 y 10 del gen hMLH1 (A); y 8 y 11 de hMSH2 (B). Los
valores de RQ=1+0,2 corresponden al control empleado y a muestras donde no hay pérdidas o ganancias genéticas. Los
valores de RQ=0,5+0,2 corresponden a muestras con pérdida genética y los valores de RQ=1,5+0,2 corresponden a muestras
con ganancia genética. También se muestran las barras de desviacién estindar en cada caso.

Los resultados obtenidos en los ensayos de MLPA y PCR a tiempo real cuantitativa relativa en el
caso 9 fueron ademas confirmados por estudios de Hibridacion Genomica Comparativa (CGH) que
mostraron una trisomia completa del cromosoma 3, donde se localiza el gen hMLHI.

ANALISIS DE LAS DEACETILASAS DE HISTONAS EN
CARCINOMA ENDOMETRIAL

1. ANALISIS MUTACIONAL DEL EXON 1 DEL GEN HDAC 2

El analisis del exén 1 del gen HDAC2 fue realizado en 42 muestras tumorales de carcinoma
endometrial y revel6 la presencia de mutaciones en la region microsatélite Agen 6 de estos casos (14,3%)
(tabla 49)"".

Tabla 49, Mutaciones encontradas en el exén 1 del gen HDAC2.

Mutaciéon cDNA Mutaci6on proteina
c.24 25delA p-K9fsX22
c.24 26delAA p.K9fsX10

El estudio de muestras de sangre periférica de los casos 22 y 24, confirm¢ la naturaleza somatica
de las mutaciones. Ademas, estas dos muestras presentaron inestabilidad de microsatélites en 3 y 4
marcadores respectivamente (tabla 41), aunque no presentaron ningin tipo de alteracion en los genes
relacionados con los mecanismos de reparacion estudiados. El caso 9 presenta inactivacion bialélica del
gen HDAC2.

Las muestras 9 y 31 presentaron, ademas de estas alteraciones en el exon 1 del gen HDAC2,
alteraciones patogénicas en el gen hMLHI (tablas 44 y 48).
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2. ANALISIS DE EXPRESION DE LAS PROTEINAS HDAC1, HDAC?2
Y HDAC3

El analisis de expresion de las proteinas HDAC1, HDAC2 y HDAC3 mediante Western blot se
realizd en 38 muestras de carcinoma endometrial y en los extractos proteicos de 4 lineas celulares de
carcinoma endometrial.

El analisis de este estudio en lineas celulares de carcinoma endometrial mostré una expresion
homogeénea de las tres proteinas (HDAC1, HDAC2 y HDACS3) en las cuatro lineas estudiadas (figura 45).
Las lineas celulares AN3CA y SKUT! presentan la mutacion en la region microsatélite Aq del gen

HDAC2 en heterocigosis'®".

1 2 3 4

HDAC1 —> | e @ll; === @/ 55 KDa

1.HEC1B
HDACZ —> | quupr————p A 55 KDa 2. AN3CA

HDAC3 —> P—-ﬁ 49 KDa 3.KLE
4. SKUT1
B-actina —»> h—-—‘ 43 KDa

Figura 45, Western blot con inmundetecciéon de las proteinas HDAC1, HDAC2 y HDACS3 en lineas celulares de carcinoma
endometrial (HEC1B, KLE, AN3CA, SKUT1). La deteccién de proteina B-actina corresponde al
control de carga.

El analisis de expresion de las proteinas HDACI, HDAC2 y HDAC3 en 38 extractos proteicos de
carcinoma endometrial, cuantificados y normalizados, mostr6é una expresion desigual de las tres proteinas
(figura 46, tabla 50). De todas las muestras analizadas, 23 casos presentaron expresion normal o
sobreexpresion de las tres HDAC, cinco de estas muestras presentaron ausencia de la expresion de
HDACI1 y HDACS3 (casos 12, 13, 15, 20 y 26), tres casos mostraron ausencia de expresion en HDAC2 y
HDACS3 (casos 9, 18 y 31), dos casos presentaron ausencia de expresion de proteinas HDAC1 y HDAC2
(casos 32 y 41), uno de los casos mostrd ausencia de expresion de proteina HDACI (caso 38), un caso
presento6 ausencia de expresion de HDAC?2 (caso 39) y tres casos mostraron una ausencia de expresion de
las tres proteinas (casos 2, 19 y 35).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Caso 1

. Caso 38
.Caso 10
.Caso 12
.Caso 9

. Caso 19
. Caso 39
. Caso 30
. Caso 26

HDACl— |em» — D e 55 KDa

HDAC2 —> === 55KDa

-actina — '
B “‘-——4 43 KDa

Figura 46, Western blot con inmunodeteccion de la proteina HDAC1, HDAC2 y HDAC3 en 9 muestras de carcinoma
endometrial. La deteccion de la proteina B-actina corresponde al control de carga.

OO ~NOOOITDA,WNPE

Tabla 50, Resultados del analisis de expresion de HDAC1, HDAC2 y HDACS3 en tejido tumoral de carcinoma endometrial.

105



Resultados ™

HDAC1 HDAC2 HDAC3
Caso E. normal o No E. normal o No Alteracion en HDCA2 E. normal o No
sobreexpresion expresion sobreexpresion expresion sobreexpresion expresion
1 a5 + Germinal +
2 + + Germinal +
5 + + Germinal +
6 + + Germinal +
8 + + Germinal +
9 + + p-K9fsX22, p.K9fs10 +
10 + + Germinal +
11 + + Germinal +
12 + + Germinal +
13 + + Germinal +
15 + + Germinal +
16 + + Germinal +
17 + + Germinal +
18 + + Germinal +
19 + Germinal +
20 + + Germinal +
21 + + Germinal +
22 + a5 p.K9fsX22 +
23 + + Germinal +
24 b 4 p.K9fsX22 +
25 + + Germinal +
26 + + Germinal +
27 + + Germinal +
28 + + Germinal +
29 + + Germinal +
30 + + Germinal +
31 + p.K9fsX22 +
32 + + Germinal +
33 + + Germinal +
34 + + Germinal +
35 + + Germinal +
36 + + Germinal +
37 + + Germinal +
38 + + Germinal +
39 + + p.K9fsX22 +
40 + + p.K9fsX22 +
41 + + Germinal +
42 + + Germinal +

Nuestros resultados muestran como la presencia de mutacion truncante en uno de los alelos no es
suficiente como para anular la expresion del gen HDAC2, mientras que la mutacion en los dos alelos se
acompafia de silenciamiento del gen.
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Los carcinomas endometriales son los tumores ginecologicos mas frecuentes en mujeres de paises
desarrollados. Aparecen mayoritariamente de forma esporadica, siendo la causa de su desarrollo
desconocida a pesar de que se conocen ciertos factores de riesgo que propician su aparicion’.

Los estudios realizados en los ultimos afios sobre la carcinogénesis endometrial han integrado las
caracteristicas clinico-patoldgicas y las alteraciones moleculares presentes en los diferentes tipos de
tumores. Basado en esto, se han dividido los tumores de endometrio en dos grades grupos: tipo I o
endometrioide y tipo II 0 no endometrioide’. Los tumores mulerianos mixtos son otro tipo de tumores de
endometrio considerados de tipo II por su agresividad aunque su componente carcinomatoso suele ser

. 225
endometrioide ™.

Los tumores tipo I representan la mayoria de los casos esporadicos (70-80%), aparecen a edades
tempranas en mujeres pre y postmenopausicas, cursan con pronostico favorable y suelen ser tumores de
grado bajo con alta expresion estrogénica"'®'*'. Estos tumores se originan a partir de una lesion
precursora denominada hiperplasia atipica, que va acumulando alteraciones que conducen a las células a
la aparicion del tumor®™*'. Actualmente se postulan dos tipos principales de alteraciones moleculares en el
desarrollo de los carcinomas endometriales de tipo I: inestabilidad de microsatélites (MSI), y mutaciones
somaticas en los genes PTEN, KRAS y CTNNB]>¢%!H121415.

El grupo de los tumores de tipo II incluye los tumores serosos y los de células claras; aparecen con
menor frecuencia que los de tipo I y se desarrollan principalmente en mujeres postmenopausicas. Son
tumores de grado alto, sin estimulacion estrogénica y significativamente mas agresivos que los de tipo
1184 Como lesion precursora, se observan polipos o lesiones precancerosas que producen atrofia del
endometrio y en las que se acaba desarrollando el tumor®. Las alteraciones moleculares en este tipo de
tumores aparecen predominantemente en los genes de p53, CDHI, pl6 y en forma de pérdidas de
heterocigosidad (LOH)'%!7:19:2034.128

Trabajos previos realizados por diferentes grupos de investigacion han permitido establecer la
incidencia de las alteraciones moleculares presentes en los tumores endometriales tipo I*>6:5%10-1114.15
tipo I1'"'*2122 (tabla 51), pudiéndose observar la implicacion de diferentes mecanismos moleculares en
la transformacion de células sanas a tumor endometrial de uno y otro tipo™'>'#3*#1.131.132,

Tabla 51, Alteraciones moleculares en los carcinomas endometriales tipo I y tipo II de acuerdo con los estudios publicados
hasta el momento.

20-40% 0-5%
35-50% 10%
36% 5%
10-20% 90%
15-30% 0-5%
20-40% 0-5%
10-20% 80-90%
10% 40%

Esta aproximacion constituye una manera util de categorizar los tumores endometriales, aunque
existen tumores que no puedan ser catalogados en uno u otro grupo debido al solapamiento de
caracteristicas de ambos tipos, lo que lleva a plantearse que una clasificacion rigida como la propuesta
anteriormente sea correcta y la existencia real de un modelo de progresion tumoral definido por las
alteraciones especificas en las células tumorales™?>*,

Los carcinosarcomas son tumores muy heterogéneos, que aparecen con una incidencia baja (1-2%
de todos los tumores endometriales). Estos tumores estan formados por una mezcla de células malignas
compuesta por una parte epitelial, que suele corresponder a carcinoma endometrioide, y una parte
estromal®®. Aunque el componente epitelial estd formado, en la mayoria de los casos, por carcinoma de
tipo endometrioide y comparte caracteristicas moleculares con este tipo de tumores, se diferencia de ellos,
en que su mayoria son de alto grado, tiene un peor prondstico y mayor propension a la metéstasis™’. A
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nivel molecular, presentan alteraciones a nivel de los cromosomas 8 y 20, ademas de en los genes de p53
y KRAS™.

En este trabajo hemos estudiado 28 carcinomas endometrioides (66,7% del total de casos incluidos
en nuestro estudio), 6 carcinomas serosos y de células claras (14,3%), 2 carcinomas mixtos (4,8%), 5
carcinosarcomas y | carcinoma del estroma (14,3%). En las tablas 52a y 52b resumimos las alteraciones
moleculares que fueron encontradas en cada uno de los casos).
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Tabla 52a, Relacion de mutaciones encontradas en los genes de estudio en carcinoma endometrial. (C)=caso, (G)=gen, (P)=proteina, (H)=alteracion homocigota.

G{ Gen Tipo PTEN TP53 CDH1 CDKN2A PIK3CA KRAS BRAF CTNNB1
¢ C G P G P G P G P G P G P G P G P
] 19 Tipo I 388C>G R130G 253G>A V85I —
1 20 Tipo II
4 21 . ||
Tipo IT 818G>A (H) R273H (H) —1
1 22 Tipo I 389G>C R130P N
—] . 395G>C GI32A —
q 23 Tipo [ 193G A Gl65R 3140A>G HI1047R 101G>A G34R
—] 24 Mixto 388C>G R130G 38G>A GI3D —1
IpoT J3590~-CT 50T
9 Tipo I 3061T>C Y1021H
10 Mixto 328C>T R110C 217G>A A73T 2974C>T R992X
. 757 759delAT 1253fsX2
11 Tipo I 959T>C 13208 3127A>G M1043V 111C>T S37F
12 Sarcoma 722C>T (H) S241F(H)
. 395G>A G132D
13 Tipo I 757 759dclAT D536X2 3132T>G N1044K 122A>G T41A
14 Tipo [ 388C>G R130G
15 Tipo I 395G>C G132A
16 Tipo I 12G>T GI2V
17 Sarcoma 527 528insC C176£sX180
. 743C>G P248R
18 Tipol 752G>T G251V

Tabla 52b, Relacién de mutaciones encontradas en los genes de estudio en carcinoma endometrial. (C)=caso, (G)=gen, (P)=proteina, (H)=alteracion homocigota.
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25 Sarcoma 122A>G T41A
26 Tipo II
27 Tipo I 405 406insA C136£X1 744G>A R248Q
458 459insG P153£sX179
28 Sarcoma 513G>C (H) Q171H (H) 33205T P27RS
29 Tipo I 35G>T G12v
30 Tipo II 744G>A R248Q 271G>A R90Q
31 Tipo II
32 Tipo I 900 902insTC D300fsX6 3140A>G H1047R 111C>T S37F
33 Tipo II 821T>C V274A
34 Tipo I
35 Tipo I 35G>A G12D
36 Tipo I 697C>T (H) R233X (H) 38G>A G13D 101G>A G34R
37 Tipo I 530 536delATTAT Y176£sX2
38 Tipo I 388C>G R130G
39 Tipo I 742 743insA P248£sX5 35G>T G12v
40 Sarcoma 766G>T E256X
41 Tipo I 1635G>T E545D
42 Tipo I 98C>G S33C
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1.ESTUDIO DEL GEN PTEN

El gen PTEN es el que se ha encontrado mutado con mayor frecuencia en los tumores
endometriales. Ademas de las mutaciones somaticas identificadas en su secuencia codificante, existen
otros mecanismos de inactivacion del gen PTEN como son pérdidas de heterocigosidad (LOH)'***® y la
hipermetilacién de su region promotora’®’"7®,

La busqueda de mutaciones somaticas en el gen PTEN en 42 casos de tumores de endometrio
mostré6 que mas de la mitad de los casos incluidos en nuestro trabajo (57,1%) eran portadores de
mutaciones en este gen (tabla 24). Las mutaciones se encontraron exclusivamente en tumores con
componente de tipo I (endometrioides, mixto y carcinosarcomas) y en el sarcoma del estroma, no
detectandose en los tumores serosos y de células claras. Si se tiene en cuenta Unicamente los 28 casos de
carcinoma endometrioide, la incidencia de mutacion en el gen PTEN asciende a un 67,8% de los casos,

porcentaje similar al descrito previamente en la literatura, que llega a alcanzar hasta el 80% en algunas
:a8,9,18,24,67,68,131,132
series™ " 7Y o

Todas las mutaciones encontradas en el gen PTEN se han localizado entre los exones 5 a 8, que
son los que codifican los dominios fosfatasa y C2. El dominio fosfatasa es responsables de la
defosforilacion de PIP3 y PIP2, con la consiguiente atenuaciéon de la sefial intracelular de PI3K*™;
mientras que el dominio C2 interviene en la unién a otras proteinas y a la membrana plasmatica para
ejercer mas eficientemente esta funcion fosfatasa®. En trabajos previos también se ha descrito esta
acumulacion de alteraciones en esta localizacion, siendo las mutaciones encontradas fuera de estas dos
regiones muy poco frecuentes y asociadas con un mejor prondstico de la enfermedad®”™.

En este trabajo, hemos caracterizado 8 mutaciones nuevas en el gen PTEN: ¢.283C>A, ¢.395G>C,
c.455A>G, c¢.515_517delGC, c.641_662del, ¢.743C>G, ¢.757_759delAT, ¢.959T>C y ¢.900 902insTC
(tabla 24). Tres de estas variantes (c.515_517delGC, ¢.757_759delAT y ¢.900_902insTC) corresponden a
mutaciones de cambio de fase de lectura (“frameshift”) que se consideraron patogénicas ya que generan
una parada prematura de la traduccioén y una proteina truncada carente de funcion.

La mutacion c.641_662del produce una pérdida de 7 aminoacidos en el dominio C2 de la proteina
pero mantiene la fase de lectura. El estudio de la secuencia de la region delecionada puso de manifiesto
un alto grado de conservacion evolutiva, lo que refuerza la hipotesis de que esta region es relevante para
el correcto funcionamiento de la proteina (figura 30). El andlisis de esta mutaciéon mediante programas
informaticos de prediccion tedrica mostrd que la secuencia delecionada no contiene secuencias diana de
proteinas relacionadas con el procesamiento del RNA (proteinas SR) y tampoco contiene secuencias de
anillamiento para miRNAs que pudieran regular la expresion del gen. Sin embargo, la alteracion provoca
la pérdida de una cinta B> que esta implicada en la formacion y el mantenimiento de una estructura de
mayor complejidad necesaria para la union a membranas y otras proteinas con este dominio”>>’. Ademas,
esta dgloecién se localiza en una region proclive a la aparicion de alteraciones, sobre todo en el aminoacido
Q2147

Las mutaciones ¢.283C>A, ¢.395G>C, ¢.743C>G y ¢.959T>C, que producen cambios de
aminodcido (“missense”), se describen por primera vez en este trabajo. Los estudios bioinformaticos
mostraron un alto grado de conservacion a lo largo de la evolucion de los aminoacidos germinales y en
tres de los cuatro casos (¢.283C>A, ¢.395G>C y ¢.959T>C) los programas sugerian un efecto patogénico.
No obstante, los estudios informaticos de prediccion tedrica mostraron que dichos cambios no contiene
secuencias diana de proteinas relacionadas con el procesamiento del RNA, ni contienen secuencias de
anillamiento para miRNAs (datos no mostrados). En el caso de la mutacion c.395G>C, p.G132A,
localizada en el dominio fosfatasa de la proteina y que encontramos en dos de los casos estudiados, se
localizan en el mismo coddn que otras mutaciones descritas anteriormente como patogénicas: c.395G>A,
p.G132D y ¢.395G>T, G132V**’, que se han encontrado en carcinomas endometriales con una frecuencia
alta. En nuestro estudio hemos encontrado también un caso portador de la mutacion ¢.395G>A (caso 13,
tabla 24). Este hecho refuerza el caracter patogénico de la nueva mutacion, probablemente al modificar la
funcion fosfatasa de la proteina’.

El estudio bioinformatico de la mutacion c¢.743C>G, p.P248R resultod contradictorio, ya que varios

de los programas utilizados predecian un efecto neutro (tabla 25) a pesar que el grado de conservacion
evolutiva de este codon era muy alto (figura 28). Esta variante se encontrd en la muestra 18, que también
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contenia la mutacion ¢.752G>T, p.G251V que ha sido considerada patogénica en otros estudios®. Con el

fin de determinar si las mutaciones se localizaban en el mismo alelo, procedimos a clonar los fragmentos
amplificados por PCR, confirmando que ambas mutaciones se localizan en el mismo alelo (figura 47), lo
que refuerza la hipétesis de la mutacion ¢.743C>G, p.P248R tiene un efecto neutro. No obstante, son
necesarios estudios poblacionales y funcionales para corroborarlo.

Caso 18

€.743C>G (p.P248G) €.752G>T (p.G251V)

AR T T T R T TR T T T YT

\\ﬂ/ilfx/\/\/\ \ MX/\&AA/,\’\ ;/[\;"pj‘

| !

Alelo 1

f\
f

Alelo 2

| | V

Aol — N ) —— —

Alelo2 —

p.P248R  p.G251A

Figura 47, Secuencia del exén 7 del gen PTEN del caso 18 con las mutaciones encontradas (c.743C>G y ¢.752G>T) y
secuencias de los clones con cada alelo. Se adjunta un diagrama con la localizacion de dichos cambios.

La mutacion ¢.455A>G encontrada en el caso 31 y descrita por primera vez en este trabajo,
produce un cambio silencioso, p.L152L, en el dominio fosfatasa. El estudio bioinformatico descartdé que
la mutacion modifique secuencias implicadas en el proceso de maduracion de RNA, asi como que sea un
lugar de union de miRNAs. Por ello, la variante p.L152L fue considerada no patogénica, aunque son
necesarios estudios poblacionales para confirmar la naturaleza polimorfa de este cambio.

Dado que el gen PTEN es un gen supresor de tumores, es necesaria la inactivacion del segundo
alelo® para justificar su implicacién en la tumorigénesis. En este sentido, la inactivacion del alelo
contralateral puede ser consecuencia de mutaciones patogénicas o de otro tipo de eventos genéticos como
pérdidas de heterocigosidad (LOH)'*?* o procesos de silenciamiento epigenético’ """, La ausencia de
muestras de sangre periférica de algunas de las pacientes incluidas en el estudio nos ha impedido
determinar el porcentaje de casos en los que la mutacion de un alelo se acompafia de pérdida de
heterocigosidad. No obstante, en los tumores de los casos 28 y 36, en los que no dispusimos de muestra
procedente de sangre periférica, pudimos confirmar la existencia de los dos alelos dado que mantenian la
heterocigosidad en el polimorfismo IVS4+109ins5 del gen PTEN en la pieza tumoral (figura 31). Ante la
existencia de una mutaciéon en homocigosis y la ausencia de LOH, podemos deducir que, o existe una
microdelecion en la region afectada por las mutaciones en los casos 28 y 36, o nos encontramos ante una
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mutacion en homocigosis; en este ultimo caso, cabe la posibilidad de que las dos mutaciones sean
adquiridas o que una de ellas se haya heredado en linea germinal. La ausencia de sangre periférica de
estas pacientes no nos permitié validar esta hipotesis.

El estudio mediante Western blot del caso 9 mostr6 la ausencia de expresion de la proteina PTEN.
Dado que no hemos encontrado mutaciones patogénicas truncantes en este caso y que hemos confirmado
la presencia de los dos alelos en el locus 10923 por la presencia de la variante IVS5-12insT en
heterocigosis, la ausencia de expresion debe explicarse como consecuencia de la inactivacion epigenética
de los dos alelos, siendo necesario el analisis de estado de metilacion de la region promotora del gen para
confirmar esta hipotesis.

El caso 5 es un caso peculiar en el que hemos caracterizado tres mutaciones en el exén 5 del gen
PTEN. La clonacién de los fragmentos de PCR y su consiguiente secuenciacion reveld que las
mutaciones ¢.328C>T p.Q110X, ya descrita con anterioridad®’, y la mutacion ¢.283C>A p.P95T descrita
por primera vez en este trabajo, se encuentran en el mismo alelo, mientras que la mutacion ¢.376G>A,
p-Al126T, también previamente descrita, se encuentra en el alelo contrario (figura 48). Dado que la
mutacion ¢.328C>T p.Q110X, es una mutacion sin sentido (“nonsense”) que genera una proteina
truncada®’, debemos considerar a la mutacion ¢.283C>A p.P95T como una mutacion de significado
desconocido. No obstante, el estudio in silico de esta mutacion con programas de prediccion, mostr6é que
cuatro de las cinco simulaciones, consideraban la mutacion patogénica. Ademas, esta mutacion estd
localizada en una secuencia muy conservada de la proteina que corresponde al dominio fosfatasa, donde
se ha descrito previamente otra mutaciéon patogénica p.P95L*°. El exon 5 es el mas mutado en nuestra
serie y su relevancia radica en que codifica parte del dominio fosfatasa de la proteina PTEN. El cambio
prolina por treonina supone la pérdida de un iminoacido que confiere cierta rigidez a la estructura proteica
por un aminoacido hidrofilico. La existencia de tres mutaciones patogénicas podria explicarse por una
mayor inestabilidad del tumor. En nuestro estudio, no hemos encontrado mutaciones en los genes hMLH1
y hMSH2 pero si una hipermetilaciéon de las regiones promotoras de estos genes (tabla 42), no pudiendo
realizar el estudio de inestabilidad gendmica por no disponer de muestra procedente de sangre periférica
de la paciente. Por otro lado, cabe la posibilidad de que la paciente sea portadora de una mutacion
germinal sobre la que se afladen dos mutaciones durante el proceso de desarrollo del tumor.

€.283C>T (p.P95T) €.328C>T (p.Q110X) €.376G>A (p.A126T)
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Dominios PTEN Fosfatasa Nucleo de fosfatasa
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p.P95T p.Q110X p.A126T

Figura 48, Secuencia del exén 5 del gen PTEN del caso 5 con las mutaciones encontradas (c.283C>T, ¢.328C>T y ¢.376G>A)
y secuencias de los clones con cada alelo. Se adjunta un diagrama con la repercusion de dichos cambios en la proteina.

En los casos 3, 11, 13 y 23 (tabla 24), también hemos encontrado dos mutaciones heterocigotas en
el gen PTEN. En estos casos no pudimos comprobar experimentalmente la localizacion de las mutaciones
en los diferentes alelos al estar situadas en diferentes exones y no disponer de RNA que nos permitiese
analizar el ¢cDNA, pero lo mas probable es que se localicen en los diferentes alelos y expliquen la
inactivacion del gen.

En nuestro trabajo hemos incluido 6 sarcomas de tutero: 5 carcinosarcomas y 1 sarcoma del
estroma. Los carcinosarcomas son los sarcomas mas frecuentes y sus caracteristicas epidemiologicas y
moleculares hacen que su comportamiento sea mas parecido a los carcinomas endometrioides de alto
grado que a los sarcomas en si*’. La mitad de los sarcomas uterinos estudiados presentaron alteraciones
en el gen PTEN; este porcentaje es superior a otras series publicadas hasta el momento en las que se

encuentran mutaciones patogénicas en el gen PTEN en un 8 a 18% de los casos™’.

El estudio de expresion de la proteina PTEN en tejido tumoral mediante Western blot mostré que
su expresion se correlaciona con el tipo de mutaciones encontradas. Asi, los casos sin mutaciones en el
gen PTEN o con mutaciones “missense” mantenian una expresion normal, mientras que en los casos
donde fueron identificadas una o varias mutaciones de cambio de fase de lectura “frameshift” con
aparicion de un coddn de parada de la traduccion prematuro, los niveles de expresion estaban disminuidos
(tabla 27). Sin embargo, los casos 25 y 42, que no presentaban mutaciones en el gen PTEN, mostraron
una disminucién de la expresion de la proteina, lo que sugiere la existencia de otro mecanismo de
inactivacion del gen, como pudiera ser la hipermetilacion del promotor o una pérdida de heterocigosidad
del locus. Estos caso deben de ser analizados con cuidado dado que los anticuerpos comerciales
disponibles no muestran asociacion significativa entre la expresion de la proteina y las alteraciones en el
gen PTEN">,

2.ESTUDIO DEL GEN PIK3CA

PI3K es una proteina que participa en la fosforilacion de segundos mensajeros formados desde la
membrana plasmatica, constituyendo, junto con PTEN, un mecanismo de activacion/modulacion de la
ruta de Akt que esta implicada en los procesos tumorigénicos de la célula’. En el gen que codifica la
subunidad catalitica p110a de PI3K (PIK3CA) se han descrito alteraciones genéticas que contribuyen al
desarrollo del carcinoma endometrial®*.

El estudio del gen PIK3CA en 42 tumores de endometrio nos ha permitido caracterizar ocho casos
(19%) que presentaban mutaciones en el gen. No obstante, si tenemos en cuenta solamente los tumores
endometrioides de esta serie, el porcentaje de casos con mutaciones en este gen asciende al 25%, similar
al publicado en otras series®’>".

En seis casos las mutaciones se localizaron en el exdn 20, que codifica el dominio kinasa, y en dos
casos, en los exones 7 y 9, donde residen los dominios C2 y hélice respectivamente. Se ha descrito que, a
diferencia del cancer de colon, donde predominan las mutaciones en el exén 9, en el cancer de endometrio
son mas frecuentes las mutaciones en el exén 20 del gen PIK3CA*?, confirmando nuestro estudio esta
observacion. Las mutaciones en este dominio se han asociado con un aumento de la actividad catalitica
fosforilativa de la proteina PI3K, lo que produciria una activacion de la via de Akt y, con ello, de todos
los procesos de diferenciaciéon y crecimiento celular, apoptosis, etc, implicados en el desarrollo
tumoral®’. Las mutaciones en el exon 20 se han relacionado con tumores de mayor agresividad que las
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del exon 97, y las del exén 7 no se han estudiado hasta el momento en tumores de endometrio ,
por lo que nuestra observacion de la existencia de una mutacion en esta region sugiere la necesidad de
analizar también este exon en este tipo de tumores.

La mayoria de las mutaciones en el gen PIK3CA se agrupan en tres posiciones: E452, E545 del
dominio hélice, y H1047 en el dominio kinasa®*®. En nuestra serie hemos encontrado dos casos con la
mutacion H1047R y otro con la mutacion E545D, no encontrando mutaciones recurrentes aunque si una
agrupacion entre los nucleoétidos ¢.2974 y ¢.3140 (tabla 36).

Las mutaciones del gen PIK3CA en los tumores endometriales se han asociado con mutaciones
concomitantes en el gen PTEN en casi la mitad de los casos (46%)>"*°. Nosotros hemos encontrado
mutaciones en los genes PTEN y PIK3CA en cinco casos (casos 4, 11, 13, 23 y 32), mientras que tres
casos (casos 9, 10 y 41) eran portadores de mutaciones en PIK3CA pero no de PTEN (tablas 52a y 52b).
Cabe destacar el caso 4, donde convergen mutaciones en los genes PTEN y PIK3CA que producen
deleciones en fase de 7 y 9 aminodacidos respectivamente, sugiriendo que el mecanismo causante de estas
mutaciones pudiera ser el mismo. Dado que hemos encontrado 24 casos portadores de mutaciones en el
gen PTEN, menos de la cuarta parte de los casos con mutaciones en este gen (20,8%) son portadores de
mutaciones en el gen PIK3CA. Sin embargo, esta incidencia se situa por encima de lo reflejado por otros
grupos® 5.

Las mutaciones inactivantes del gen PTEN y las activadoras del gen PIK3CA son redundantes ya
que ambas activan la via de Akt*’. Se ha intentado explicar la presencia simultinea de mutaciones en
estos genes en los tumores de endometrio, postulandose dos posibles hipotesis™’: a) se necesita mas de
una sefial activadora de la via Akt para que se produzca el desarrollo del tumor, b) PTEN y PIK3CA,
ademas de la regulacion de la via de Akt, trendrian otras funciones; asi, recientemente se ha demostrado
que PTE%;I6 puede interaccionar con p53 y modular su funcién de manera independiente a su actividad
fosfatasa™.

Se ha sugerido que las mutaciones de PIK3CA aparecen en un estadio posterior del desarrollo
tumoral que las de PTEN vy estarian asociadas con una mayor capacidad de invasion y, por tanto, con una
mayor malignidad, planteando que ambas mutaciones se deben considerar como dos eventos
independientes en la tumorigénesis endometrial®’. Nuestros resultados muestran que cuatro de los cinco
tumores portadores de mutaciones en los genes PTEN y PIK3CA corresponden a carcinomas de bajo
grado, mientras que Uinicamente uno de ellos es de grado alto y con mayor potencial maligno, lo que no
apoyaria este supuesto.

Cinco de las mutaciones del gen PIK3CA descritas en nuestro trabajo han sido previamente
caracterizadas en otros estudios. En dos casos hemos encontrado mutaciones que producen una proteina
truncada a nivel del dominio C2 (caso 4: p.G451 G460del) y a nivel del dominio kinasa (caso 10:
p-R992X). La mutacion identificada en el gen PIK3CA en el caso 4, produce una proteina truncada 9
aminoacidos en su dominio C2, dominio que forma ldminas B en la superficie proteica y cuya funcion
consiste en la unién a otras proteinas y a la membrana plasmatica®. Esta mutaciéon fue estudiada en
profundidad con un programa de prediccion de la estructura secundaria, observandose que da lugar a un
cambio por acortamiento de la estructura proteica y por modificacion del plegamiento adyacente (figura
37). El andlisis del nivel de conservacion evolutivo de esta mutacion puso de manifiesto que los codones
L456, N457 y P458 estan altamente conservados (figura 38), lo que refuerza el posible caracter
patogénico de la misma. El estudio in silico de la secuencia delecionada reveldé que no es diana de las
proteinas relacionadas con el procesamiento del RNA (proteinas SR); ni de miRNAs, por lo que el efecto
patogénico de esta alteracion posiblemente esté mediado por el cambio estructural que modifique las
interacciones de la proteina con otras moléculas®™.

En el caso 10 hemos encontrado una mutaciéon que genera un codén de parada (“nonsense’), que se
traduciria en una proteina carente casi por completo del dominio kinasa (tabla 36), comprometiendo la
actividad de la proteina oncogénica PI3K (figura 49). Si bien es cierto que la mayoria de las mutaciones
encontradas en este gen son de tipo “missense”, excepcionalmente han sido descritos tres casos de
deleciones, dos inserciones y una deleccion compleja en fase en la secuencia del gen, aunque en alguno
de estos casos, el resultado es una proteina no truncada®**. El estudio de expresion proteica de este caso
mediante Western blot mostré una ausencia total de proteina PIK3CA (figura 40, tabla 37) a pesar de que
el alelo contralateral no mostraba ninguna otra alteracion. La ausencia de expresion proteica podria ser

consecuencia de la inactivacion o silenciamiento del alelo germinal por otro mecanismo no conocido™’.
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Caso 10
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Figura 49, Secuencia de la mutacién encontradas en el caso 10 (c.2974C>T) en el gen PIK3CA. Diagrama con la repercusion
del cambio en la proteina.

El estudio del caso 9 mediante CGH (estudio realizado en colaboracion con el grupo del
laboratorio 12 del Centro de Investigacion del Cancer-Salamanca), mostré la presencia de una trisomia
del cromosoma 3. Este tumor presenta una mutacién puntual patogénica en el dominio kinasa de la
proteina (p.Y1021H) que, junto con la amplificacion, constituyen dos eventos de activacion de la funcion
catalitica de PI3K. Esta asociacion es muy poco frecuente y trabajos previos apuntan a que alteraciones
puntuales y amplificaciones en el gen son excluyentes™®.

Curiosamente, aunque el caso 9 no presenta mutaciones en el gen PTEN, no hemos encontrado
expresion de esta proteina mediante Western blot (figura 33, tabla 27). La causa mas plausible de la falta
de expresion de la proteina PTEN es el silenciamiento por hipermetilacion del promotor de ambos alelos
del gen. Este evento, atn sin confirmar, se sumaria al incremento de expresion de Akt secundario a la
amplificacion en el gen PIK3CA y a la mutacion puntual en el dominio kinasa de este.

3.ESTUDIO DE LOS GENES KRAS Y BRAF

Se han descrito mutaciones en el gen KRAS en carcinomas endometriales de tipo 1. Las
mutaciones activadoras en este gen se asocian tanto con la ruta de sefializacion intracelular de las MAP
Kinasas'™ como de Akt*?. Las alteraciones activadoras mas frecuentes se localizan en los codones 12, 13
y 61; estas mutaciones producen un aumento de la capacidad intercambiadora de nucledtidos de guanina
de la proteina, manteniendo a la proteina en un estado de activacion permanente que aumenta la

sefializacion intracelular'®.

El estudio de 42 tumores de endometrio nos ha permitido identificar 6 casos (14,3%) portadores de
mutaciones en los codones 12 y 13, pero ninguna en el codon 61, hecho que concuerda con los estudios
realizados por otros grupos'"'***. Todas las mutaciones estaban presentes en tumores de naturaleza
endometrioide y en un tumor mixto. No hemos encontrado ninguna mutacion en los tumores de tipo II. Si
se toma unicamente como referencia los tumores de tipo I, la incidencia de aparicion de mutaciones en
KRAS asciende al 17,9% similar a la incidencia descrita por otros grupos'*'?’.

Al igual que actualmente se plantea que el mecanismo de PTEN y PI3K pueda estar relacionado en
la patogénesis molecular del carcinoma endometrial®>*', también se ha intentado relacionar las
alteraciones aparecidas en KRAS, con las identificadas en estos dos genes. Aunque hay cierta
controversia en los resultados’®, parece que podria existir una convergencia entre las alteraciones
ocurridas en PTEN y KRAS"**°  y un efecto excluyente con las de PIK3CA?*’. En nuestro trabajo
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hemos observado que el 50% de los casos portadores de mutaciones en el gen KRAS presentan también
mutaciones en el gen PTEN, mientras que no existe ningin caso con mutaciones en los genes KRAS y
PIK3CA (tablas 52a y 52b), lo cual concuerda con resultados previos en otros trabajos®*'. Esta
observacion refuerza la hipotesis de que las mutaciones en los genes PTEN y KRAS son eventos iniciales
en el desarrollo del cancer de endometrio mientras que las mutaciones en el gen PIK3CA ocurren en
estadios mas tardios™".

Por otro lado, las alteraciones encontradas en KRAS podrian contribuir al efecto patogénico de las
inactivaciones monoalélicas de PTEN, al igual que en su dia se propuso este hecho para PIK3CA®'. Si
analizamos exclusivamente los tumores tipo I (endometrioides), que son los tumores donde aparecen con
mayor frecuencia alteraciones tanto en PTEN, PIK3CA y KRAS”™'"*"#: ¢l 857% de los casos muestran
mutacion en alguno de estos genes, lo que supone casi el total de los tumores de endometrio tipo 1.

En nuestro trabajo también hemos incluido el estudio del gen BRAF, que codifica una
serina/treonina kinasa. Esta act@ia inmediatamente después de KRAS en la ruta de activacion de las MAP
Kinasas, y tiene una importancia considerable en los procesos de desarrollo tumoral'®™, encontrandose
mutado en varios tipos de tumores como son los melanomas'?, cancer tiroideo®*?, y cancer de colon®*. Se
ha sugerido que las mutaciones entre los genes KRAS y BRAF son excluyentes', por lo que
hipotetizamos que los tumores con mutaciones en PTEN y sin mutaciones en KRAS podrian presentar
mutaciones en este locus. El estudio de los exones 11 y 15 del gen BRAF, en los que han sido descritas la
mayoria de las mutaciones en este gen y que, ademas, contiene la variante p.V600E que se ha asociado
con el desarrollo de algunos tumores''', no mostré6 ninguna mutacion patogénica, por lo que debemos
concluir que mutaciones en el gen BRAF no participan en el desarrollo de los tumores de endometrio
incluidos en nuestro trabajo. El caso 15 mostr6 una alteracion en el intrén 15 del gen BRAF, no descrita
con anterioridad, posiblemente de caracter no patogénico ya que se localiza fuera de las secuencias
consenso de procesamiento de RNA (tabla 39).

4. ESTUDIO DEL GEN CTNNBI

La proteina B-catenina es uno de los componentes de las unidades de mantenimiento de la
arquitectura celular a través de las interacciones cadherina-catenina''* y un importante intermediario en la
via de sefializacion intracelular de Wnt''"®. Las mutaciones patogénicas en el exon 3 del gen CTNNBI
producen una estabilizacion de la proteina que evita su degradacion''” y promueve su acumulacion en el
nucleo donde ejerce un papel activador de la trascripcidon muy importante, favoreciendo los procesos
relacionados con la tumorigénesis endometrial'**.

El analisis del ex6n 3 del gen CTNNBI en 42 tumores de endometrio nos permitié identificar en
ocho casos (19%) seis mutaciones, todas ellas ya descritas en anteriores trabajos y caracterizadas como
patogénicas. Al igual que las alteraciones en los genes PTEN, PIK3CA y KRAS, las mutaciones estaban
presentes en carcinomas de tipo I y en un carcinosarcoma con diferenciacion endometrioide. Los tumores
que exhiben estas alteraciones en el gen CTNNBI fueron de grado bajo y buen pronostico.

La relacion que guardan las alteraciones encontradas en el gen CTNNBI1 con otros eventos
patogénicos de los carcinomas tipo I ha suscitado cierta controversia. Trabajos previos sugieren que las
alteraciones en los genes PTEN y KRAS son excluyentes con las del gen CTNNBI1'**"'2: qunque
trabajos mas recientes no han podido confirmarlo®®***. En nuestro estudio, solo hemos encontrado un
caso con mutaciones en los genes KRAS y CTNNBI (caso 36, tabla 53). Sin embargo, la posible relacion
excluyente entre las mutaciones de los genes PTEN y CTNNBI no estd definida. El 75% de las
alteraciones encontradas en el gen CTNNBI aparecen conjuntamente con alteraciones en PTEN (tabla
53), porcentaje superior a lo publicado hasta el momento por otros grupos'*!2*-**,

Como también se observa en la tabla 53, la mitad de los casos con mutaciones en el gen CTNNBI

presentaban mutaciones en el gen PIK3CA (50%), valor significativamente alto y no estudiado en
trabajos anteriores. Ademas, estos casos también presentaban mutaciones en el gen PTEN.

Tabla 53, Alteraciones en el gen CTNNBI1, donde se muestra si en los mismos casos de carcinoma endometrial aparecen
también alteraciones en los genes PTEN, PIK3CA y KRAS. (H) muestra las alteraciones encontradas en homocigosis.
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Caso B-catenina PIK3CA
5 D32N P95T ; Q110X; A126T No No
) Amplificacion No expresion Amp/Y1021H No
11 S37F 1253£sX2; L320S M1043V No
13 T41A G132D; 1253£sX2 N1044K No
23 G34R G132A; G165R H1047R No
25 T41A No No No
36 G34E R233X (H) No GI13D
37 S37F D300fsX6 H1047R No
42 S33C No No No

5.ESTUDIO DEL GEN TP53

La proteina p53 participa en procesos importantes para el mantenimiento de la integridad celular
como la regulacion del ciclo celular, la reparacion de DNA o la apoptosis'*>' 4,

En nuestro trabajo hemos encontrado 9 mutaciones patogénicas en el gen TP53 en 10 tumores tipo
I, tipo II y carcinosarcomas. La incidencia de estas alteraciones en los tumores de tipo I ha sido de 7,1%,
todos ellos de grado alto (grado 2 y 3), lo cual coincide con lo referido en trabajos previos'?; en los
tumores de tipo II y en los carcinosarcomas, la incidencia ha sido de un 50%, inferior a lo publicado
previamente en otros trabajos'***,

Aunque p53 es una proteina supresora de tumores, no es necesaria en su caso una inactivacion
bialélica para producir el efecto patogénico ya que estas mutaciones actian como dominantes negativas e
inactivan el producto del alelo germinal cuando se agrupan en forma de tetramero>*'*’. Aun asi, en los
carcinomas endometriales han sido descritas, ademas de mutaciones inactivantes, pérdidas de
heterocigosidad en el locus de TP53'"". En nuestro trabajo hemos encontrado dos pacientes (casos 12 y
21) que presentaban mutaciones en homocigosis, lo que sugeria una inactivacion bialélica del gen, bien
por mutaciéon o por una pérdida de heterocigosidad encubierta. Ante la ausencia de sangre periférica,
decidimos cuantificar la region del gen de p53 en estos dos casos para dilucidar la causa. Los estudios de
PCR a tiempo real cuantitativa comparativa mostraron ausencia de pérdida de material genético, por lo
que debemos concluir que existian dos alelos con la misma mutacion. Del mismo modo, el caso 28
mostr6 dos mutaciones inactivantes de p53 (c.458 459insG, ¢.832C>T).

Se ha descrito que las mutaciones en los genes PTEN y TP53 suelen ser excluyentes™® mientras
que pueden coexistir mutaciones en los genes TP53 y PIK3CA**’. En nuestro trabajo hemos encontrado
dos casos con mutaciones puntuales en los genes PTEN y TP53, un carcinoma endometrioide y un
carcinosarcoma, ambos de grado alto (casos 27 y 28) (tabla 52b), mientras que un nico caso, un tumor
mixto (caso 10, tabla 52a), mostraba mutaciones en los genes TP53 y PIK3CA. Estos resultados sugieren
que ambas asociaciones son poco frecuentes aunque no excluyentes.

6. ESTUDIO DEL GEN CDHI

El gen de la E-Cadherina (CDH1) codifica una proteina de adhesion celular que se expresa en
células epiteliales y participa en el mantenimiento de la polaridad celular y la arquitectura tisular'**. Las
mutaciones en este gen supresor de tumores se han asociado con invasion tumoral y metastasis'>,

confiriendo a los tumores peor prondstico.

El estudio de este gen se ha abordado por otros grupos principalmente por analisis
inmunohistoquimico, observandose una disminucion de la expresion en el 80-90% de los tumores
endometriales tipo II y el 10-20% de los tumores tipo I’**"*'. En nuestro trabajo hemos encontrado dos
casos (casos 19 y 30) que eran portadores de mutaciones puntuales en el gen CDHI (4,7%). La
discrepancia entre el pequeflo porcentaje de tumores portadores de mutaciones en este gen y el elevado
nimero de tumores con disminucién de la expresion descritos por otros grupos sugiere que los
mecanismos patogénicos mas relevantes de inactivacion de la E-Cadherina en tumores de endometrio
corresponden a pérdidas alélicas y fendmenos de hipermetilacion del promotor del genzz.
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En los casos 19 y 30 hemos identificado dos mutaciones de tipo “missense” (de cambio de sentido)
no descritas hasta el momento y localizadas en la secuencia que codifica el precursor proteico de E-
Cadherina (tabla 31). En esta region se han descrito sobre todo mutaciones de parada de la traduccion
(“nonsense”) y deleciones/inserciones tuncantes (“framshift”), siendo menos frecuentes las mutaciones
“missense” patogénicas®*®. El hecho de que esta region no forme parte de la proteina madura y, por
consiguiente, no interfiera en la funcionalidad de la proteina, sugiere que estas mutaciones pueden no ser
relevantes. Sin embargo, estas mutaciones podrian interferir en el procesamiento post-traduccional de este
pro-péptido, haciendo que se forme una proteina aberrante y no funcional®’®,

El estudio bioinformatico de estas variantes predijo que ambos cambios son neutrales (tabla 32),
pero este tipo de programas no estan desarrollados para el analisis de regiones precursoras. Igualmente,
estas regiones no suelen estar conservadas a lo largo de la evolucion pues suelen aparecer en especies ya

: 248
evolucionadas™.

Las alteraciones patogénicas en el gen CDHI se han descrito principalmente en carcinomas
endometriales no endometrioides (serosos y de células claras) y suelen conferir peor prondstico?+'2%127:12%,
En este trabajo, la mutacion “missense” p.V85I se localiz6 en un tumor de tipo histologico endometrioide
y de bajo grado (caso 19) que presentaba también una mutacion patogénica en el gen PTEN. El caso 30,
portador de la mutaciéon p.R90Q, corresponde a un tumor seroso que porta otra alteracion patogénica en
p53. Estos resultados sugieren que, ademas de poco frecuentes, las mutaciones puntuales en el gen CDH1
podrian aparecer tanto en tumores de tipo I como de tipo II, aunque son necesarios estudios posteriores
para corroborarlo.

/7.ESTUDIO DEL GEN CDKNZ2A

La proteina p16 inhibe especificamente el complejo CDK-ciclina D, un importante regulador del
ciclo celular. Las alteraciones en esta proteina desregulan el proceso de division celular y ciclo celular, y
estan implicadas en el desarrollo del cancer de endometrio''. Se ha descrito una disminucién de

.y r 249
expresion de esta proteina en tumores” .

El analisis del gen CDKN2A, que codifica la proteina p16, en 42 tumores de endometrio mostro
una mutacién de significado desconocido en el exén 2 (¢.217G>A) cuyo posible efecto patogénico
todavia no ha sido comprobado. Esta mutacion aparece en un tumor de tipologia mixta (caso 10, tabla
52a), donde convergen elementos tumorales de tipo I (endometrioide de alto grado) y de tipo II (células
claras). El estudio bioinformatico de esta mutacion mostr6é un efecto neutral para el cambio A73T (tabla
35). Ademas, el estudio interespecies mostré un bajo grado de conservacion, encontrandose el
aminoacido mutado, presente en alguna de las especies analizadas (figura 36), por lo que podemos
concluir que se trata de una mutacion no patogénica.

Nuestros resultados confirman la ausencia de mutaciones puntuales en el gen CDKN2A en
tumores de endometrio. Dado que no hemos realizado el estudio inmunohistoquimico de expresion
proteica en nuestras muestras, no podemos analizar la frecuencia de alteraciones de esta proteina en
tumores endometriales.

8.ESTUDIO DE LA FUNCION REPARADORA DEL DNA EN
CARCINOMA ENDOMETRIAL

La inestabilidad de microsatélites (MSI) constituye un indicador de la existencia de fallos en los
mecanismos de reparacion del DNA, principalmente en los sistemas encargados de la reparacion de los
emparejamientos erréoneos o “mismatch repair system”'>>. Los tumores que presentan MSI son proclives a
acumular mutaciones que desestabilizan o inactivan genes relacionados con el crecimiento y la
supervivencia celular, y de esta manera, conducen a la célula al desarrollo del tumor por diferentes
mecanismos'®.
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La inestabilidad de microsatélites es una caracteristica asociada a los tumores endometriales de
tipo I que se presenta en etapas tempranas del desarrollo tumoral, apareciendo con una incidencia elevada
. . , . ;. 5.6 . . . .
en las lesiones hiperplasicas atipicas™. Esta particularidad sugiere que algunas de las mutaciones que

. 250,251 :
aparecen en estos tumores, como las ocurridas en los genes PTEN y KRAS , podrian ser
consecuencia de fallos en la reparacion de DNA.

Nosotros hemos podido estudiar la inestabilidad de microsatélites en 11 casos, observando que en
7 de ellos (63,6%) existia MSI, incidencia que se encuentra ligeramente por encima de lo descrito en
anteriores trabajos™°. El estudio de 8 secuencias marcadoras revelé que la mayoria de los tumores con
MSI eran moderadamente inestables (M-MSI), presentando 3 y 4 marcadores afectado, caracteristica
comun de los tumores endometriales esporadicos'>. De los siete casos con MSI, cuatro tumores eran de
tipo endometrioide, uno era un tumor seroso (tipo II), uno era un tumor de tipo mixto y el ultimo un
carcinosarcoma.

La inestabilidad de microsatétlites puede asociarse a carcinomas de endometrio esporadicos o estar
incluida dentro de un sindrome mas complejo como es el sindrome de Lynch”. En los casos del sindrome
de Lynch suele ser inestable el marcador BAT26, hasta el punto de que algunos autores sugieren que el
estudio de este marcador seria suficiente para demostrar la inestabilidad en estos casos>>. Como
mostramos en la tabla 41, s6lo uno de los tumores de endometrio estudiados por nosotros presenta
inestabilidad en BAT26, lo que sugiere que los tumores de endometrio incluidos en nuestro trabajo son
esporadicos y no forman parte de un sindrome de Lynch.

Los casos donde fueron identificados los fendémenos de MSI, mostraron también mutaciones
patogénicas en los genes PTEN, PIK3CA, KRAS y TP53 aunque ninguno de los casos presentd
mutaciones en todos los genes (tabla 54). La coexistencia de MSI y mutaciones en otros genes ya ha sido
referido en anteriores trabajos"'®. Se ha postulado que el gen PTEN es una de las dianas de las
deficiencias en la reparacion del DNA (fenotipo mutador), lo que explicaria la elevada incidencia de
mutaciones en este gen en tumores endometrioides™’. Sin embargo, también se ha propuesto que la
presencia de MSI y la inactivacion de PTEN, de aparicion temprana en el desarrollo de los carcinomas
endometriales, son eventos simultaneos durante el proceso de diferenciacion a carcinoma
endometrioide’®. Dado que de 7 casos con inestabilidad de microsatélites, s6lo hemos encontrado
mutacion somatica en el gen PTEN en cuatro casos, nuestros resultados sugieren que las mutaciones en el
gen PTEN serian independientes de la MSI.

Tabla 54, Relacion de alteraciones genéticas en los casos de carcinoma endometrial con MSI.

R213Q

- - C176£sX180
R130P - - -

Q214 K221del G451

R130G

Codoén 13

R130G

No obstante, la aparicion en tres casos con MSI de mutaciones patogénicas que afectan al codon
130 de PTEN, nos permite especular con que ese codon podria ser una posicion proclive a los errores de

replicacion del DNA, aunque estudios previos han podido corroborar esta falta de asociacion™”.

Dado que la inestabilidad de microsatélites se asocia con pérdida de la funcion de alguno de los
genes reparadores de emparejamientos erroneos de DNA durante la replicacion, decidimos determinar la
organizacion de los genes hMLH1 y hMSH2, que son los que se encuentran mutados con mayor
frecuencia en casos de sindrome de Lynch. Nuestro estudio mostré dos casos (casos 9 y 31) portadores de
mutaciones patogénicas en el gen hMLH1?*** y un caso (caso 10) con una mutacién de significado
desconocido en el gen hMSH2. En ninguno de estos casos pudimos realizar el estudio de MSI al no
dispones de material procedente de tejido no tumoral. El caso 9 presentaba una mutacion en PIK3CA,
mientras que el caso 31 no presentaba mutaciones patogénicas en ninguno de los genes estudiados; el
caso 10 presenta mutaciones en los genes TP53, CDKN2A y PIK3CA.
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La mutacion encontrada en hMSH2 corresponde a una mutacion que describimos por primera vez
en este trabajo. Los estudios bioinformaticos realizados sobre este cambio localizado en el dominio de
union a DNA (c.460G>A, p.A154R) muestran predicciones contradictorias, posiblemente debido al bajo
grado de conservacion que presenta el aminodcido sujeto a cambio. Sin embargo, dicho cambio no
aparece como tolerado en ninguna de las especies estudiadas, con lo que no podemos descartar la posible
patogenicidad del aminodcido arginina. Ademads, este andlisis bioinformatico predice también que este
cambio no contiene secuencias diana de proteinas relacionadas con el procesamiento del RNA (proteinas
SR) y tampoco contiene secuencias de anillamiento para miRNAs que pudieran regular la expresion del
gen.

En nuestro trabajo abordamos por primera vez el estudio de grandes reordenamientos
cromosomicos en los loci hMLH1 y hMSH2 en casos de cancer de endometrio esporadico. Como se
observa en la tabla 48 hemos encontrado cuatro casos con reordenamientos (dos tumores tipo I y dos
carcinosarcomas). El caso 9, portador de una mutacion patogénica en hMLHI1, también presentaba una
amplificacion del gen hMLH]1 (tabla 48, figura 43a). El caso 17 es portador de una delecion del gen
hMLHI; este caso presentaba MSI (tabla 41) y una mutacion patogénica en el gen TP53 (tabla 52a). El
caso 15 presentaba una amplificacioén de lo exones 8, 9 y 10 del gen hMSH2, que es la region implicada
en la interaccion con las proteinas hMSH3 y hMSH6>, y mutaciones en el gen PTEN; mientras que el
caso 25 presentaba una amplificacién completa del gen hMSH2 y una mutacioén en el gen CTNNBI1. En
estas alteraciones encontradas, predominan las amplificaciones sobre las deleciones, hecho menos
frecuente que lo descrito en otras series de casos hereditarios™ >’

La naturaleza somatica de estas alteraciones no pudo ser comprobada por falta de material
germinal en todos los casos excepto en uno (caso 17) donde la delecion del gen hMLH1 corresponde a
una verdadera pérdida de heterocigosidad del locus.

En resumen, en nuestro estudio hemos caracterizado 6 casos de carcinoma endometrial esporadico
que presentan mutaciones somaticas en los genes reparadores. La falta de DNA no tumoral nos impide
caracterizar mejor estos casos. No obstante, la ausencia de antecedentes familiares de otros tumores
incluidos en el sindrome de Lynch, nos inclina a pensar que estamos ante canceres esporadicos y no ante
sindrome de Lynch.

Hasta el momento la mayoria de los trabajos sobre genes reparadores en carcinoma endometrial
esporadico han analizado la expresion proteica de estos genes mediante técnicas
inmunohistoquimicas'>>***, por lo que son poco los estudios que aportan datos sobre la presencia de
mutaciones patogénicas en estos genes. Los casos en los que hemos encontrado mutaciones somaticas
(mutaciones puntuales y grandes reordenamientos) en los genes hMLH1 y hMSH2 presentan una
incidencia de mutacion en los oncogenes y genes supresores de tumores incluidos en nuestro trabajo
similar a la de los tumores que no son portadores de este tipo de mutaciones, por lo que podemos deducir
que la inestabilidad debe de afectar a otros loci que no hemos estudiado.

Con el fin de completar el estudio de los genes reparadores, y dado que en los tumores esporadicos
se ha descrito que su expresion puede estar disminuida por fenomenos de hipermetilacion de sus regiones
promotoras, analizamos los patrones de metilacion de los promotores de los genes hMLH1, hMSH2 y
hMSH6. Aunque la muestra de partida es bastante heterogénea en cuanto a tipo tumoral, estos resultados
corroboran la importante implicacion de la hipermetilacion de la region promotora del gen hMLHI en la
carcinogénesis endometrial (38,1% de los casos), sobre todo de tipo endometrioide'>*’. Ademas, estos
resultados sugieren que, a pesar de que hMSHG6 tiene una importante implicaciéon en la patogénesis
tumoral de endometrio esporadica®”'***®, los fenémenos de hipermetilacion estan menos representados
que en hMLH1 (26,2% de los casos) y de forma similar a la de hMSH2 (21,4% de los casos). Como
mostramos en la tabla 42, la mayoria de los casos que presentan inestabilidad de microsatélites (casos 1,
4, 17 y 24) no presentaron metilacion en las regiones promotoras de los genes reparadores, por lo que la
inestabilidad debe de ser consecuencia de alteraciones en otros genes o de otros mecanismos de
inactivacion génica.

En nuestro trabajo hemos intentado relacionar las alteraciones en los genes pertenecientes al
sistema MMR con el aumento de la tasa de aparicion de mutaciones en otros genes de susceptibilidad al
desarrollo del carcinoma endometrial, como son PTEN en los tumores de tipo I y TP53 en los tumores de
tipo II. Esta relacion mostré diferencias entre ambos genes a pesar que los casos con estas alteraciones
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también suelen presentar MSI******®  Mientras que los casos con mutaciones patogénicas en el gen
PTEN muestran una alta coincidencia con los patrones de metilacion de los genes hMLH1, sobretodo, y
hMSH2 y hMSH6 (13 casos de 24); los casos con mutaciones patogénicas en el gen TP53 muestran
ausencia de patrones de hipermetilacion en genes reparadores, (un tnico caso de nueve, caso 33). Lo que
confirma la presencia de una fuerte relacion entre mutaciones en el gen PTEN y los patrones de
hipermetilacion del gen hMLHI. Llama la atencién que los casos que presentaban una fuerte
hipermetilacion del promotor del gen en hMLHI1 (casos 6, 8, 9, 13 14 y 39) presentaban mutaciones
patogénicas en el gen PTEN excepto en un caso (caso 9) que no es portador de mutaciones en el gen pero
si ha mostrado una ausencia de expresion de proteina.

O.IMPLICACIONES DE HDAC EN CARCINOMA
ENDOMETRIAL

Las proteinas HDAC participan en el control de la expresion génica produciendo la desacetilacion
de histonas, lo que favorece el mantenimiento del DNA en un estado de mayor compactacién que, de
forma general, dificulta el acceso de los distintos factores de transcripcion'’®. Ademas, interviene en el
control de la expresion génica interaccionando con diferentes complejos que participan en la regulacion
de la transcripcion, asi como en la regulacion de procesos de proliferacion, diferenciacion, etc! SO 181182183
Se ha observado que estas proteinas presentan diferente expresion dependiendo del tejido y del tipo
tumoral 87188189, Asi, en endometrio sano, la expresion de las HDAC de clase I oscila durante las
diferentes fases del ciclo mentrual' "™,

Nosotros hemos estudiado mediante Western blot la expresion de las proteinas HDAC1, HDAC2 y
HDACS3 en 38 muestras de carcinoma endometrial observando expresion de las tres proteinas en la mitad
de los tumores (54,8%), de los cuales 13 corresponden a carcinomas tipo I (46,4% de los casos), 3 a
carcinomas tipo II (50% de los casos) y 7 a sarcomas y tumores mixtos (87,5% de los casos). En cinco
casos hemos observado ausencia de expresion de las proteinas HDAC1 y HDACS3, acetilasas que han sido
descritas asociadas con la regulacion de la expresion de receptores hormonales'"™.

Estudios previos realizados en otros tumores han relacionado la ausencia de expresion de la
proteina HDAC1 con un peor pronéstico del cancer y una disminucion de la supervivencia®®'. En nuestro
trabajo, la falta de datos clinicos no nos ha permitido poder determinar este aspecto.

Ademas de estudiar la expresion de las proteinas HDAC1, HDAC2 y HDACS3, también hemos
analizado la organizacion del exén 1 del gen HDAC2 en 42 tumores de endometrio, encontrando 6 casos
que presentan mutaciones. El grupo de Esteller ha descrito una mutacion en una secuencia de poliA (Ay)
localizada en este exon del gen HDAC2 que modifica la fase de lectura y produce una proteina truncada
principalmente en tumores con inestabilidad de microsatélites'®’. Nosotros describimos por primera vez
un caso en el que ambos alelos presentaban mutaciones en esta secuencia (caso 9, figura 50).
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Figura 50, Secuencia del exén 1 del gen HDAC?2 en el caso 9 (c.24_25delA y c.24_26delAA). Diagrama con la repercusioén de
los cambios en la proteina.

Los seis casos con mutaciones truncantes en el gen de HDAC2 eran portadores de alteraciones en
los genes pertenecientes a los mecanismos de reparacion de DNA (tabla 55), dos casos presentaban MSI,
tres casos presentaban hipermetilacion del promotor hMLH1 y dos casos mas eran portadores de
mutaciones patogénicas en el gen hMLHI, lo que confirma que las mutaciones en esta regiéon del gen
HDAC?2 se asocian con alteraciones en los mecanismos de reparacion del DNA.

Tabla 55, MSI y alteraciones encontradas en los genes hMLH1 y hMSH2 relacionadas con los casos que presentan

mutaciones en el gen HDAC2.

i? hMLHI1 (++) c.1852 1853 AA>GC/amplificacion -
+ hMLH]1 (+) - -
T B N B
i? - ¢.306+5G>A (splicing) -
2 hMLHI1 (++) - -
&2 - - -

Aunque estudios previos realizados en cancer colorrectal sugerian que la presencia de la mutacion
truncante en el exén 1 de HDAC2 podria dar lugar a la pérdida de expresion de proteina'', nuestro
trabajo muestra que las lineas celulares de carcinoma endometrial AN3CA (carcinoma endometrioide) y
SKUT-1 (leiomiosarcoma), portadoras de esta mutaciéon, no pierden la expresion de la proteina'®’.
Nosotros hemos observado que en tres de los seis tumores con la mutacion truncante en el gen HDAC?2 se
observa la pérdida de expresion de proteina y que no todos los casos con pérdidas de expresion de
HDAC?2 presentan mutaciones en esta region. La causa de la falta de expresion en estos casos, a pesar de
la presencia de uno de los alelos germinales, podria estar determinada por algiin efecto inactivante del
gen no estudiado todavia como pérdidas alélicas o hipermetilaciéon de su promotor.

En resumen, la formacion de carcinoma de endometrio esporadico endometrioide surge por
acumulacion de alteraciones somaticas en diversos genes supresores de tumores y oncogenes, entre las
que se encuentran mutaciones en el gen PTEN, que son las que aparecen con mayor frecuencia.
Mutaciones en los genes PIK3CA, KRAS y CTNNBI, también contribuyen al desarrollo de tumores
endometriales. Asimismo, se ha comprobado que hay una marcada relacion entre las mutaciones en el gen
PTEN vy ciertas alteraciones en los mecanismos de reparacion de DNA por el sistema MMR del DNA,
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entre las que destaca la hipermetilacion del promotor del gen hMLHI1. Por otro lado, los carcinomas
endometriales esporadicos no endometrioides no suelen mostrar mutaciones en los genes PTEN,
PIK3CA, KRAS o CTNNBI de forma frecuente, pero si en el gen TP53. En estos tumores, las
alteraciones del mecanismo MMR no son tan frecuentes, sugiriendo que las mutaciones en la proteina p53
no son consecuencia de defectos en la reparacion de DNA. Los carcinosarcomas, a pesar de tener dos
componentes tumorales, han demostrado una gran semejanza con los carcinomas de naturaleza
endometrioide. Esta semejanza se aprecia por las alteraciones moleculares que presentan ya que muchas
de ellas coinciden con las aparecidas en estos tumores.
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Conclusiones ™

Los resultados presentados en este trabajo confirman la posibilidad de discriminar los
carcinomas de endometrio en funcién de su perfil genético, encontrandose mutados los genes
PTEN, PIK3CA, KRAS y CTNNBI en los tumores endometriales de tipo I, TP53 en los de tipo
I y PTEN y TP53 en los carcinosarcomas.

En este trabajo describimos nuevas mutaciones en los genes PTEN y PIK3CA, descartando la
existencia de mutaciones recurrentes. La presencia de mutaciones en ambos genes en un mismo
tumor, junto con la caracterizacion en un tumor con una mutacion en la que se pierde la funcion
de PIK3CA, sugiere que estos genes pueden actuar por vias diferentes en el desarrollo tumoral.

Las alteraciones en los genes implicados en la reparacion de DNA son eventos frecuentes en los
carcinomas de endometrio tipo I. La observacion de que las mutaciones en el gen PTEN se
asocian sobre todo con hipermetilacion de los promotores y no con mutaciones en genes
reparadores de DNA o inestabilidad de microsatélites, abre la posibilidad de que existan dos vias
en el desarrollo tumoral relacionadas con la reparacion del DNA: una en la que la
hipermetilaciéon de los promotores de genes reparadores favoreceria las mutaciones secundarias
en otros loci, principalmente en el gen PTEN, y una segunda en la que las alteraciones somaticas
de los genes reparadores (mutaciones puntuales o grandes reordenamientos) se producirian de
manera simultanea a las mutaciones en otros genes como el gen PTEN.

Las deacetilasas de histonas (HDAC1, HDAC2 y HDAC3) presentan una expresion variable en
tumores de endometrio no encontrando relacion ni con la presencia de mutaciones somaticas en

oncogenes y genes supresores de tumores ni con alteraciones en los mecanismos de reparacion
del DNA

Nuestros resultados confirman que la mutacion truncante en la secuencia poliA del exén 1 del
gen HDAC2 se asocian con alteraciones en el sistema de reparacion del DNA.
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The results presented in this study confirm that the genetic profile of endometrial carcinoma can
differentiate between mutations in PTEN, PIK3CA, KRAS and CTNNBI genes for type I
tumors, TP53 gene for type II tumors and PTEN and TP53 for carcinosarcomas.

In this study, we have characterized novel mutations in PTEN and PIK3CA genes, rejecting the
existence of recurrent mutations. The observation of mutations in both genes in the same tumors,
as well as a truncating mutation in PIK3CA that implicate loss of protein function, suggest that
these genes act by different pathways in tumor development.

Genetic alterations in DNA repair genes are associated with type I endometrial carcinoma. As we
observed, PTEN mutations are related to promoter hypermethylation of DNA repair genes but
not to mutations in these genes or microsatellite instability, so, it is probable that two pathways
exist in tumor development: first, promoter hypermethylation of DNA repair genes increase
secondary mutations in different loci, primarily in PTEN gene; and second, somatic mutations in
DNA repair genes (punctual mutations or gross rearrangements) appear simultaneously with
mutations in other genes such as PTEN.

Histone deacetylases (HDAC1, HDAC2 and HDACS3) display variable expression in endometrial
tumors that are not related to somatic mutations in oncogenes, tumor suppressor genes or DNA
repair gene alterations.

Our results confirm that the truncating mutation in Ay sequence of exon 1 of HDAC2 gene is
related to mismatch repair system abnormalities.
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Anexos B

Tabla 56a, Sondas utilizadas en el kit SALSA MLPA P003 MLH1/MSH2 para los ensayos de MLPA.

Reference probe 0797-L00463 5q31

Reference probe 0981-L0566 10p11

MLH]1 probe 0886-L0474 Exon 1

MSH2 probe 1027-L0599 Exon 1

MLHI1 probe 1008-L0577 Exon 2

MSH2 probe 0906-L0494 Exo6n 2

MLH1 probe 0888-L0476 Exo6n 3

MSH2 probe 1029-L0601 Exon 3

MLHI1 probe 0889-L0477 Exon 4

MSH2 probe 0908-L0496 Exo6n 4

MSH2 probe 6343-L5729 Exén 1

Reference probe 3861-L3610 3p22

MLHI1 probe 0890-L6064 Exoén 5

MSH2 probe 0909-1.0497 Exon 5

MSH2 probe 13145-L14624 Exon 1

MLH]1 probe 0891-L0479 Exon 6

MSH2 probe 0910-L0498 Exo6n 6

MLH1 probe 0892-1.0480 Exon 7

MSH?2 probe 0911-L0499 Exon 7

MLH]1 probe 0893-L0481 Exon 8

MSH?2 probe 0912-1.0582 Exon 8

MLHI1 probe 0894-L0482 Exon 9

Reference probe 0438-L0003 17g21

MSH2 probe 0913-L0583 Exo6n 9

MLHI1 probe 0895-L0483 Exo6n 10

MSH2 probe 0914-1.0584 Exo6n 10
MLHI1 probe 0896-L0484 Exon 11

MSH2 probe 0915-L0503 Exo6n 11
MLHI1 probe 0897-L0485 Exon 12

MSH?2 probe 0916-L0504 Exon 12
MLHI1 probe 0898-L0486 Exon 13

MSH2 probe 1013-L0575 Exén 13
Reference probe 0681-L0154 4925

MLHI1 probe 0899-L0586 Exon 14

MSH2 probe 0918-L0506 Exon 14
MLHI1 probe 0900-L0488 Exon 15

MSH2 probe 0919-L0585 Exon 15

Tabla 56b, Sondas utilizadas en el kit SALSA MLPA P003 MLH1/MSH2 para los ensayos de MLPA.

MLH1 probe 1009-L0576

Ex6n 16

MSH?2 probe 1053-L0627

Ex6n 16

MLH1 probe 1030-L0602

Exon 17

MLH1 probe 1031-L0603

Exo6n 18

MLH]1 probe 0904-L0492

Ex6n 19

Reference probe 0979-L0568

10p14

Reference probe 13147-L14404

Extremo 5°

Reference probe 13130-L03603

Extremo 5°

Reference probe 04274-L03639

13q12
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Tabla 57, Sondas utilizadas en el kit SALSA MS-MLPA ME011-B1 MMR para los ensayos de MS-MLPA.

CTNN probe 03896-L00020 11q13.3

KCNJ6 probe 03797-L04594 21q22.13

PMS?2 probe 07935-L16571 Tp22.1

MLH1 probe 01685-L01265 3p22.2 Promotor

PMS2 probe 11966-L13112 7p22.1

MSHG6 probe 06228-L05731 2pl6.3 Promotor
MLH1 probe 01686-L15580 3p22.2 Promotor

MGMT probe 14133-L15736 10926.3

TNFRSF1A probe 00554-L13113 12p13.31

MSH2 probe 06227-L07711 2p21 Promotor
PROKR2 probe 11954-L12774 20p12.3

MLHI1 probe 06222-L07712 3p22.2 Promotor

MGMT probe 05670-L14276 10926.3

MSHG6 probe 06230-L05733 2pl6.3 Promotor
MGMT probe 12250-L14205 1026.3

MSH3 probe 07940-L14208 5q14.1

PAH probe 02334-L13114 12923

MLH]I probe 07187-L07710 3p22.2

MSH2 probe 11634-L12398 2p21 Promotor
SEPT9 probe 09646-1.09804 17q25.3

MLHI1 probe 06221-L01747 3p22.2 Promotor

MSH2 probe 06142-L00599 2p21 Promotor
MSH3 probe 11947-L00795 5q14.1

MLH1 probe 02258-L01745 3p22.2 Promotor

MSHG6 probe 06229-L05732 2pl6.3 Promotor
CACNALIA probe 09065-L15938 19p13.2

TSCI probe 04324-L03897 9q34.13

KCNQI probe 15055-L04802 11p15.5

PMS2 probe 07934-L16147 7p22.1

MGMT probe 13716-L15582 10g26.3

MLHS3 probe 07941-L07722 14q24.3

CUGBP2 probe 01234-L00781 10p14

ABCB4 probe 04727-1L04144 7q21.12

MGMT probe 14136-L12791 15q21.1

FBNI1 probe 02459-L01903 10926.3
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MSH?2 probe 06141-L13115 2p21 Promotor
MGMT probe 14135-L16573 10q26.3
TSC2 probe 13553-L12763 16p13.3

Tabla 58, Normalizacién de los valores de MLPA de la muestra tumoral de la paciente 9.

Anexos B

Control 1 3741 4263,5
Control 2 4004 4621,5
MLHI ex 1 4915 4163,5
MSH2 ex 2A 3842 4642,5
MLHI ex 2 4406 4050
MSH2 ex 2 1860 2179,5
MLHI ex 3 4346 3403
MSH2 ex 3 3779 4702
MLHI ex 4 3541 2867
MSH2 ex 4 3463 3969,5
MSH2 ex 1B 3332 4030,5
Control 3 3958 3080
MLHI ex 5 5515 4650,5
MSH2 ex 5 2567 2986,5
MSH2 ex 1C 4325 4848
MLHI ex 6 4657 3793
MSH2 ex 6 3361 3736
MLHI ex 7 4140 3177,5
MSH2 ex 7 2160 2805
MLHI ex 8 4307 3710,5
MSH2 ex 8 2796 3639
MLHI ex 9 3526 3029,5
Control 4 2391 2707,5
MSH2 ex 9 1778 1964
MLHI ex 10 3411 2607
MSH2 ex 10 3045 3738,5
MLHI ex 11 3792 3400,5
MSH2 ex 11 3010 3147,5
MLHI ex 12 2788 2630
MSH2 ex 12 3257 3956
MLHI ex 13 3050 25715
MSH2 ex 13 1693 2080
Control 5 1679 1947
MLHI ex 14 1726 1494,5
MSH2 ex 14 1416 1982
MLHI ex 15 3610 2709,5
MSH2 ex 15 2369 3100,5
MLHI ex 16 2577 2594
MSH2 ex 16 2954 4000,5
MLHI ex 17 1872 1768
MLHI ex 18 2595 2364,5
MLHI ex 19 2606 2315,5
Control 6 1526 1978,5
Control 7 2295 3035,5

1 1,0128 0,6828 0,9936 1,0175 1,1376 1,1606 1,1768 1,1706
0,9874 1 0,6742 0,9811 1,0047 1,1233 1,1459 1,162 1,1558
1,3454 1,3626 0,9186 1,3368 1,3689 1,5305 1,5614 1,5833 1,5748
0,9432 0,9552 0,644 0,9371 0,9597 1,073 1,0946 1,1099 1,104
1,2398 1,2557 0,8466 1,2319 1,2616 1,4105 1,4389 1,4591 1,4513
0,9726 0,985 0,6641 0,9664 0,9896 1,1065 1,1288 1,1446 1,1385
1,4555 1,4741 0,9938 1,4462 1,481 1,6558 1,6892 1,7128 1,7037

0,916 0,9276 0,6254 0,9101 0,932 1,042 1,063 1,0779 1,0722
1,4076 1,4256 0,9611 1,3986 1,4322 1,6013 1,6336 1,6565 1,6477
0,9942 1,0069 0,6789 0,9879 1,0117 1,1311 1,1539 1,17 1,1638
0,9422 0,9542 0,6433 0,9361 0,9587 1,0718 1,0934 1,1087 1,1029
1,4645 1,4832 1 1,4552 1,4902 1,6661 1,6997 1,7235 1,7143
1,3515 1,3688 0,9228 1,3429 1,3752 1,5375 1,5685 1,5905 1,582
0,9796 0,9921 0,6689 0,9733 0,9967 1,1144 1,1369 1,1528 1,1467
1,0167 1,0297 0,6942 1,0102 1,0345 1,1567 1,18 1,1965 1,1901
1,3993 1,4171 0,9554 1,3903 1,4238 1,5919 1,6239 1,6467 1,6379
1,0253 1,0384 0,7001 1,0187 1,0432 1,1664 1,1899 1,2066 1,2002
1,4849 1,5038 1,0139 1,4754 1,5109 1,6893 1,7233 1,7474 1,7382
0,8776 0,8888 0,5992 0,872 0,893 0,9984 1,0185 1,0328 1,0273
1,3229 1,3398 0,9033 1,3144 1,346 1,505 1,5353 1,5568 1,5485
0,8757 0,8868 0,5979 0,87 0,891 0,9962 1,0163 1,0305 1,025
1,3264 1,3434 0,9057 1,318 1,3497 1,509 1,5394 1,561 1,5527
1,0064 1,0193 0,6872 1 1,0241 1,145 1,168 1,1844 1,1781
1,0317 1,0449 0,7045 1,0251 1,0498 1,1737 1,1974 1,2142 1,2077
1,4911 1,5102 1,0182 1,4816 1,5172 1,6964 1,7306 1,7548 1,7455
0,9283 0,9401 0,6338 0,9223 0,9445 1,056 1,0773 1,0924 1,0866
1,2709 1,2871 0,8678 1,2627 1,2931 1,4458 1,4749 1,4956 1,4876
1,0899 1,1038 0,7442 1,0829 1,109 1,2399 1,2649 1,2826 1,2758
1,2081 1,2236 0,8249 1,2004 1,2293 1,3744 1,4021 1,4218 1,4142
0,9383 0,9503 0,6407 0,9323 0,9547 1,0674 1,089 1,1042 1,0983
1,3517 1,369 0,923 1,3431 1,3754 1,5378 1,5688 1,5907 1,5823
0,9276 0,9395 0,6334 0,9217 0,9439 1,0553 1,0766 1,0916 1,0858
0,9828 0,9953 0,6711 0,9765 1 1,1181 1,1406 1,1566 1,1504
1,3162 1,333 0,8987 1,3078 1,3392 1,4974 1,5275 1,5489 1,5407
0,8142 0,8246 0,5559 0,809 0,8285 0,9263 0,9449 0,9582 0,9531
1,5184 1,5378 1,0368 1,5087 1,545 1,7274 1,7622 1,7869 1,7774
0,8708 0,8819 0,5946 0,8652 0,886 0,9906 1,0106 1,0248 1,0193
1,1322 1,1467 0,7731 1,125 1,152 1,288 1,314 1,3324 1,3253
0,8415 0,8523 0,5746 0,8362 0,8563 0,9574 0,9767 0,9903 0,9851
1,2067 1,2221 0,8239 1,199 1,2278 1,3728 1,4005 1,4201 1,4125
1,2508 1,2667 0,854 1,2428 1,2727 1,4229 1,4516 1,4719 1,4641
1,2827 1,299 0,8758 1,2744 1,3051 1,4592 1,4886 1,5094 1,5014

0,879 0,8902 0,6002 0,8734 0,8944 1 1,0202 1,0344 1,0289
0,8617 0,8727 0,5883 0,8561 0,8767 0,9802 1 1,014 1,0086
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F M. Nudez Lozano

Control 8

2421

3247

Control 9

922

1230

0,8497

0,8606

0,5802

0,8443

0,8646

0,9667

0,9862

0,9947

0,8543

0,8652

0,5833

0,8488

0,8692

0,9719

0,9915

1,0053

Tabla 59, Normalizacion de los valores de MLPA de la muestra tumoral 15.

Control 1 2248 2034
Control 2 3575 2834,5
MLHI ex 1 2275 2155
MSH2 ex 2A 3312 2118
MLHI ex 2 2025 1918
MSH2 ex 2 1994 1354
MLHI ex 3 1927 1831,5
MSH2 ex 3 3377 2273
MLH]I ex 4 1811 1721,5
MSH2 ex 4 2987 2152,5
MSH2 ex 1B 3142 2164,5
Control 3 1826 1625
MLH]I ex 5 2493 2395
MSH2 ex 5 2525 1645
MSH2 ex 1C 3867 2460,5
MLHI ex 6 2172 2163
MSH2 ex 6 2927 1902,5
MLHI ex 7 1910 2007
MSH2 ex 7 2196 1490,5
MLHI ex 8 1780 1742,5
MSH2 ex 8 3072 2033,5
MLHI ex 9 1698 1694,5
Control 4 1490 1380,5
MSH2 ex 9 1782 1105
MLHI ex 10 1412 1310
MSH2 ex 10 2733 1855
MLHI ex 11 1581 1659,5
MSH2 ex 11 2626 1621,5
MLHI ex 12 1398 1374
MSH2 ex 12 2893 1876,5
MLHI ex 13 1616 1663,5
MSH2 ex 13 1649 996,5
Control 5 1216 1222
MLHI ex 14 829 797,5
MSH2 ex 14 1587 1012
MLHI ex 15 1390 1306,5
MSH2 ex 15 2269 1471
MLH]I ex 16 1427 1303
MSH2 ex 16 2977 2086,5
MLHI ex 17 1033 995
MLHI ex 18 1096 1171,5
MLHI ex 19 1346 1372
Control 6 1569 1213,5
Control 7 2492 1691,5
Control 8 2496 1655,5
Control 9 668 655

0.8765 0,9838 1,0242 L1111 0,855| 07504 | 07332241 |  1,0839693
1,1409 1 1,1224 1,1686 1267 09755 08561 | 08365351 | 1,2367002

0,955 0,837 0,9395 0,9781 1,061 | 08165 07166 | 07001946 |  1,0351397
14145 | 12398 13916 1,4488 1,571 12094 | 10614 | 1,0371677 | 15333073

0955 | 08371 0,9396 0,9782 1,061 | 08166 07166 | 07002628 | 10352405
13322 11,1676 1,3106 1,3644 1,48 1,139 | 09996 | 09767673 | 14440137
09517 |  0,8342 0,9363 0,9748 1,057 08138 07142 | 06978457 | 1,0316672
1,3439 1,178 13222 1,3765 1493 | 1,1491|  1,0085 | 09854083 | 14567884
09516 |  0.8341 0,9362 0,9747 1,057 | 08136 07141 | 06977439 | 1,0315167
12553 | 1,1003 1,2349 1,2857 1,395  1,0733| 09419 | 009204001 |  1,3606828
1,3131 1,1509 1,2918 1,3449 1459 | 1,227 09853 | 09627936 | 14233556
1,0165 | 0,8909 1 1,0411 1,129 | 08691 07627 | 0,7453015 1,101824
09416 |  0.8253 0,9263 0,9644 1,046 | 08051 07065 | 06904009 |  1,0206612
1,3885 1217 1,366 14222 1,543 11872 10419 | 10180757 |  1,5050825
14217 | 12461 1,3986 1,4561 1,579 | 12155  1,0668 |  1,0424024 |  1,5410461
0,9083 | 0,7962 0,8936 0,9304 1,000 | 07766 | 06816 0,666021 | 0,9846188
13917 | 12198 1,3691 1,4254 1,546 | 1,189 |  1,0443 |  1,0204287 |  1,5085611
0,8609 |  0.7545 0,8469 0,8817 0,956 0,736 0,646 | 06312052 |  0,9331487
13327  1,1682 13112 1,3651 1,481 1,1395|  1,0001 | 09772034 |  1,4446585

0,924 | 0,809 0,9091 0,9464 1,027 07901 | 06934 | 06775351 |  1,0016409
13665 |  1,1978 1,3444 1,3997 1518 |  1,1684| 1,0254 1,001986 |  1,4812961
0,9065 | 0.7945 0,8918 0,9284 1,007 0,775 | 06802 | 06646312 | 09825642
09763 | 0,8558 0,9605 1 1,085 | 08348 07326 | 07158705 | 1,0583144
14588 | 12786 14352 1,4942 1,621 12473 | 1,0946 | 1,0696213 | 15812854

0975 | 08546 0,9592 0,9987 1,083 | 08336 07316 | 07149045 |  1,0568862
13327  1,1681 13111 1,365 1,481 1,1395 1] 09771929 | 14446431
0,8618 |  0,7554 0,8478 0,8827 0957 | 07368 | 06467 | 06318867 | 0,9341561

1,465 1,284 14412 1,5005 1,627 | 12525 1,0993 | 10741437 | 155879711
09204 | 0,8067 0,9055 0,9427 1,022 07869 | 06906 | 06748466 |  0,9976662
13946 | 12204 1372 1,4284 1,549 | 1,1924|  1,0465 | 10225498 |  1,5116968
0,8788 | 0,7702 0,8645 0,9001 0976 | 07513 | 06594 | 06443223 |  0,9525404
1,4969 1,312 1,4726 1,5332 1,663 | 12799 | 11232 | 10975592 |  1,6225877
0,9001 0,789 0,8856 0,922 1| 0769 | 06754| 06600046 | 0,9757245
09403 | 0,8242 0,9251 0,9631 1,045 0,804 |  0,7056 0,689459 | 1,0192687
14185 | 12434 1,3956 1,4529 1,576 | 12129 10644 | 10401142 |  1,5376633
09624 | 0.8435 0,9468 0,9857 1,069 |  08229] 07222 0,705651 | 1,0432064
1,3953 1,223 13727 1,4291 1,55 1,193 1,047 | 1,0230725 |  1,5124696
09907 |  0.8683 0,9746 1,0147 1,101 0,847 | 07434 | 07263805 | 10738519
12906 | 1,1313 1,2697 1,3219 1434 1,1035| 09685 | 09463353 | 13990244
09391 | 08231 0,9239 0,9619 1,043 0,803 | 07047 | 0,6885918 |  1,0179866
0,8463 | 0,7418 0,8326 0,8668 094 | 07236 0,635 | 06205158 |  0,9173458
0,8874 | 07778 0,8731 0,909 0986 | 07588 | 0,665 | 06506921 | 0,9619573
1,696 | 1,0251 1,1506 1,1979 1,299 1| 08776 | 08575664 1,267792
13327  1,1681 13111 1,365 1,481 1,1394 1| 09771487 | 14445776
13638 |  1,1954 1,3417 1,3969 1515 1,661  1,0234 1| 1,4783601
09225 | 08086 0,9076 0,9449 1,025 07888 06922 | 0,6764252 1
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Tabla 60, Normalizaciéon de los valores de MLPA de la muestra tumoral 17.

Anexos B

Control 1 3654 22717,5
Control 2 4851 2787,25
MLHI ex 1 3519 3103,75
MSH2 ex 2A 5476 2718,75
MLHI ex 2 2821 2331,5
MSH2 ex 2 3660 1768
MLHI ex 3 2258 2259
MSH2 ex 3 5568 2752,75
MLHI ex 4 2184 2206,75
MSH?2 ex 4 4329 2019,75
MSH2 ex 1B 5800 2703
Control 3 3720 2097,5
MLHI ex 5 3515 2947
MSH2 ex 5 3532 2106,5
MSH2 ex 1C 5307 3098,25
MLHI ex 6 3747 2700,5
MSH2 ex 6 4124 1990,25
MLHI ex 7 3023 2400,25
MSH2 ex 7 3873 1964,5
MLHI ex 8 2106 1909,75
MSH2 ex 8 6020 244425
MLHI ex 9 2572 2181
Control 4 2967 1791,5
MSH2 ex 9 2468 1494,75
MLHI ex 10 1966 1590,25
MSH2 ex 10 4899 1935,25
MLHI ex 11 2678 2044,75
MSH2 ex 11 3844 2129,75
MLHI ex 12 2507 1845,75
MSH2 ex 12 3943 1957,75
MLHI ex 13 2999 2157,5
MSH2 ex 13 2322 1190
Control 5 3944 1868,5
MLHI ex 14 1573 1206,5
MSH2 ex 14 3416 1442,75
MLHI ex 15 1557 1445,25
MSH2 ex 15 4239 1984,75
MLHI ex 16 2742 2064
MSH2 ex 16 6193 2403,5
MLHI ex 17 1885 1383,5
MLHI ex 18 2124 1726,75
MLHI ex 19 1830 1692,25
Control 6 2241 1314,75
Control 7 4587 2053,75
Control 8 4701 2500,75
Control 9 2257 1045

1] 09218 0,9046 0,9687 07601 | 09413 | 07183 | 0.8535| 0,7428
1,0848 1 0,9813 1,0509 08245 | 10211 | 07792 09258 | 0,8058
07067 | 0,6514 0,6393 0,6846 05371 |  0,6652| 05076 | 06031 | 0,5249
12554 | 1,1573 1,1357 12162 09542 | 1,1817| 09018 | 1,0715| 09326
07541 | 0,6952 0,6822 0,7306 05732 | 07099 | 05417 06436 |  0,5602
1,903 | 1,1894 1,1672 1,25 09807 | 12145| 09269 | 1,1012| 09585

0,623 | 05743 0,5636 0,6035 04735| 05864 | 04475| 05317 | 04628
12607 | 1,1622 1,1405 1,2213 09583 | 1,1867 |  0,9056 1,076 | 09365
0,6169 | 0,5686 0,558 0,5976 04689 | 05806 | 04431 05265| 04582
13359 | 12315 1,2085 1,2942 10154 | 12575| 09596 | 1,102 |  0,9924
13374 | 1,329 1,2099 1,2956 10166 | 12580 | 09607 | 1,1415| 09935
1,1054 1,019 1 1,0709 08402 |  1,0405| 07941 09435| 08212
07434 | 0,6853 0,6725 0,7202 0,5651 | 0,6998 0,534 | 06345 05522
1,0451 | 0,9634 0,9454 1,0124 07944 | 09837 | 07507 | 08919| 0,7763
1,0676 | 0,9842 0,9658 1,0343 08115|  1,0049 | 07669 | 09112 | 07931
08648 | 0,7972 0,7823 0,8378 0,6573 0814 | 06212| 07381 06424
12915 | 1,1906 1,1683 1,2512 09817 |  12157| 09277 11023 | 0,959

0,785 |  0,7236 0,7101 0,7605 05967 | 07389 |  0,5639 0,67 05831
12288 | 1,1328 1,1116 1,1904 0934 | 11566 | 08827 1,0488| 09128
06873 | 0,6336 0,6218 0,6659 0,5224 0,647 | 04937 | 05866| 05106
1,5351 1,4151 1,3887 1,4871 11668 | 14449 | 10027 | 13102 |  1,1403

0,735 | 06776 0,6649 07121 0,5587 |  0,6919 0528 | 06273 0,546
1,023 | 009516 0,9338 1 07846 | 09716 | 07415 0,881 |  0,7668
1,0291 | 0,9487 0,931 0,997 07822 | 09687 | 07393 | 08783 | 0,7645
07706 | 0.7103 0,6971 0,7465 05857 | 07253 | 0,5535| 06577 | 05724
1,5778 | 14545 1,4273 1,5285 1,1993 | 14852 11334 13466 | 11721
08163 |  0.7525 0,7385 0,7908 0,6205| 07684 | 05864 | 06967 |  0,6064

1,125 1,037 1,0177 1,0898 0,8551 1,0589 | 0,8081| 09601 | 08357
0,8466 | 0,7804 0,7658 0,8201 06435 | 07969 | 0,6081 | 0,7225| 0,6289
12553 | 1,1572 1,1356 1,2161 09542 | 11816 | 09018 | 1,0714| 09325
0.8664 | 0,7987 0,7838 0,8393 06585 | 08155 | 06224 07394 | 06436
12162 | 11211 1,1002 1,1782 09244 | 11,1448 | 08736 1,038 | 09034
13156 | 12128 1,1902 1,2745 1 12384 | 09451 1,1229 | 09773
08126 | 0,7491 07351 0,7872 06177 | 07649 | 05837 | 0,6936 | 0,6037
14758 | 1,3604 1,335 1,4296 1,1217 | 13891 1,0601 12595 |  1,0963
0,6715 0,619 0,6074 0,6505 0,5104 0632 04824 | 05731 04988
13312 | 1,272 1,2042 1,2896 1,0118 1253 09563 | 1,1362| 09889

0,828 | 0.7633 0,7491 0,8022 06294 | 07794 | 05948 | 07067 | 0,6151

1,606 | 14805 1,4528 1,5558 12207 | 15117 11537 13707 1,193
08492 |  0.7828 0,7682 0,8227 0.6455 | 0,7993 061 | 07248 0.6308
0,7667 | 0,7068 0,6936 0,7427 05827 | 07216| 05507 06543 | 05695

0,674 | 06213 0,6097 0,653 05123 |  06344| 04842 05753| 0,5007
1,0624 | 0,9794 0,9611 1,0292 0,8075 1| 07632 09067| 07892
1,3921 1,2833 1,2593 1,3486 1,0581 1,3103 1 1,1881 |  1,0341
1,1717 | 1,0801 1,0599 1,1351 0.8906 |  1,1029 |  0,8417 1| 08704
1,3462 1,241 12178 1,3041 1,0232 | 12671 0,967 | 11,1489 1

Tabla 61, Normalizacién de los valores de MLPA de la muestra de sangre periférica 17.
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F M. Nudez Lozano

Control 1 2496 2271,5
Control 2 3094 2787,25
MLHI ex 1 2832 3103,75
MSH2 ex 2A 2747 2718,75
MLHI ex 2 2617 2331,5
MSH2 ex 2 2026 1768
MLHI ex 3 2529 2259
MSH2 ex 3 2824 2752,75
MLHI ex 4 2334 2206,75
MSH2 ex 4 2320 2019,75
MSH2 ex 1B 2908 2703
Control 3 2191 2097,5
MLHI ex 5 2860 2947
MSH2 ex 5 2155 2106,5
MSH2 ex 1C 3054 3098,25
MLH]I ex 6 2660 2700,5
MSH2 ex 6 2336 1990,25
MLHI ex 7 2315 2400,25
MSH2 ex 7 2051 1964,5
MLH]I ex 8 2367 1909,75
MSH2 ex 8 2469 2444,25
MLHI ex 9 2267 2181
Control 4 1923 1791,5
MSH2 ex 9 1642 1494,75
MLH]I ex 10 1788 1590,25
MSH2 ex 10 2385 1935,25
MLHI ex 11 2296 2044,75
MSH2 ex 11 2099 2129,75
MLHI ex 12 1839 1845,75
MSH2 ex 12 2534 1957,75
MLHI ex 13 1991 2157,5
MSH2 ex 13 1509 1190
Control 5 1801 1868,5
MLHI ex 14 1299 1206,5
MSH2 ex 14 1618 1442,75
MLHI ex 15 1846 1445,25
MSH2 ex 15 2360 1984,75
MLHI ex 16 2053 2064
MSH2 ex 16 2646 2403,5
MLHI ex 17 1456 1383,5
MLHI ex 18 1562 1726,75
MLHI ex 19 1916 1692,25
Control 6 1494 1314,75
Control 7 2381 2053,75
Control 8 2620 2500,75
Control 9 1004 1045

1 0,9873 1,0492 1,021 1,137 | 09644 0,9453 1,0461 1,1407
1,0129 1 1,0627 1,0341 1,1517 | 0,9769 0,9575 1,0595 1,1554
0,8326 0,822 0,8735 0.85 0,9466 0,803 0,787 0,8709 0,9497
09219 | 09102 09673 | 09413 1,0483 | 0,8892 0,8715 0,9644 1,0517
1,0242 1,0112 1,0746 | 1,0457 1,1645 | 0,9878 0,9682 1,0714 1,1683
1,0456 1,0323 1,097 1,0676 1,1889 | 1,0084 0,9884 1,0938 1,1927
1,0215 1,0085 1,0717 1,043 1,1615 |  0,9852 0,9657 1,0686 1,1652
0,9361 0,9242 09821 | 09557 1,0643 | 0,9028 0,8849 0,9792 1,0678
0,9651 0,9528 1,0125 | 09853 1,0973 | 0,9308 0,9123 1,0095 1,1009
1,0481 1,0348 1,0996 | 1,0701 1,1917 | 1,0108 0,9908 1,0964 1,1956
09817 | 09692 1,0299 1,0023 11162 | 0,9468 0,928 1,0269 1,1198
0,9531 0,941 1| 09731 1,0837 | 09192 0,901 0,997 1,0872
0,8855 0,8743 0,9291 | 0,9041 1,0069 0,854 0,8371 0,9263 1,0101
0,9335 0,9216 09794 | 09531 1,0614 | 0,9003 0,8824 0,9765 1,0648
0,8994 0,888 09437 | 09183 1,0227 | 08675 0,8502 0,9409 1,026
0,8988 0,8873 0943 | 09176 1,0219 | 0,8668 0,8496 0,9402 1,0252

1,071 1,0574 1,1236 | 1,0935 12177 | 1,0329 1,0124 1,1203 12217
0,8801 0,8689 09233 | 0.8985 1,0006 | 0,8488 0,8319 0,9206 1,0039
0,9526 | 0,9405 0,9995 | 09726 1,0832 | 09188 0,9005 0,9965 1,0867
1,1309 1,1165 1,1865 1,1547 1,2859 | 1,0907 1,0691 1,183 1,29
0,9217 0,91 0,967 | 09411 1,048 |  0,8889 0,8713 0,9641 1,0514
09484 | 09364 0,9951 | 0,9684 1,0784 | 09147 0,8966 0,9921 1,0819
0,9794 0,967 1,0276 1 11136 | 09446 0,9259 1,0245 1,1172
1,0023 0,9896 1,0516 | 1,0234 1,1397 | 0,9667 0,9475 1,0485 1,1434
1,0259 1,0129 1,0764 | 1,0475 1,1665 | 0,9895 0,9698 1,0732 1,1703
1,1245 1,1102 1,1798 1,1481 12786 | 1,0845 1,063 1,1763 1,2827
1,0246 1,0115 1,075 1,0461 1,165 | 09882 0,9685 1,0718 1,1687
0,8993 0,8878 09435 | 09182 1,025 | 08673 0,8501 0,9407 1,0258
0,9091 0,8976 09538 | 09282 1,0337 | 0,8768 0,8594 0,951 1,037

1,181 1,166 1,2391 1,2058 1,3429 1,139 1,1164 1,2354 13472

0842 | 08313 08834 |  0.8597 09574 | 08121 0,796 0,8808 0,9605
1,1571 1,1423 1214 1,1814 13156 | 1,1159 1,0938 1,2104 1,3199
08795 0,8683 0,9227 0,898 1| 08482 0,8314 0,92 1,0032
09824 | 09699 1,0307 1,003 1,117 | 09475 0,9287 1,0277 1,1206
1,0233 1,0103 1,0736 | 1,048 1,1635 | 0,9869 0,9673 1,0704 1,1673
1,1655 1,1507 1,2228 1,1899 13252 1,124 1,1017 12192 1,3294

1,085 1,0712 1,1383 1,1078 12336 | 1,0464 1,0256 1,1349 1,2376
09076 | 0,8961 09522 | 09267 1,0319 | 08753 0,858 0,9494 1,0353
1,0045 0,9917 1,0539 1,0256 1,1422 | 0,9688 0,9496 1,0508 1,1459
0,9603 0,9481 1,0075 | 0,9804 1,0918 | 09261 0,9078 1,0045 1,0954
0,8254 | 08149 0,866 |  0,8427 09385 |  0.7961 0,7803 0,8634 0,9415
1,0331 1,02 1,0839 1,0548 1,1747 | 0,9964 0,9766 1,0807 1,1785
1,0369 1,0237 1,0878 1,0586 1,1789 1 0,9802 1,0846 1,1827
1,0579 1,044 1,1099 1,0801 1,2028 | 1,0202 1 1,1066 1,2067

0,956 | 09438 1,003 0,976 1,087 0,922 0,9037 1 1,0905
0,8767 | 0,8655 09198 | 0,8951 0,9968 | 0,8455 0,8287 0,917 1

Tabla 62, Normalizaciéon de los valores de MLPA de la muestra tumoral 25.
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Anexos B

Control 1 1438 2033,5
Control 2 1654 2834,5
MLHI ex 1 1566 2155
MSH2 ex 2A 1838 2118
MLHI ex 2 1433 1918
MSH2 ex 2 929 1354
MLHI ex 3 1574 1831,5
MSH2 ex 3 1617 2273
MLHI ex 4 1348 17215
MSH2 ex 4 1618 2152,5
MSH2 ex 1B 1706 2164,5
Control 3 1252 1625
MLHI ex 5 1800 2395
MSH2 ex 5 1193 1645
MSH2 ex 1C 1938 2460,5
MLHI ex 6 1703 2163
MSH2 ex 6 1450 1902,5
MLHI ex 7 1520 2007
MSH2 ex 7 1003 1490,5
MLHI ex 8 1314 1742,5
MSH2 ex 8 2059 2033,5
MLHI ex 9 1221 1694,5
Control 4 1027 1380,5
MSH2 ex 9 1354 1105
MLHI ex 10 1015 1310
MSH2 ex 10 2112 1855
MLHI ex 11 1331 1659,5
MSH2 ex 11 1423 1621,5
MLHI ex 12 1009 1374
MSH2 ex 12 1475 1876,5
MLHI ex 13 1242 1663,5
MSH2 ex 13 756 996,5
Control § 943 1222
MLHI ex 14 631 797,5
MSH?2 ex 14 799 1012
MLHI ex 15 1092 1306,5
MSH2 ex 15 1053 1471
MLHI ex 16 1002 1303
MSH2 ex 16 1631 2086,5
MLHI ex 17 677 995
MLHI ex 18 795 11715
MLHI ex 19 1003 1372
Control 6 790 1213,5
Control 7 1476 1691,5
Control 8 1391 1655,5
Control 9 581 655

1 1,2119 0,9178 0,9506 0,916 1,0862 0,8104 | 0,8416214 | 0,7972231
0,8252 1 0,7574 0,7844 0,756 0,8963 0,6687 | 0,6944822 | 0,657846
1,0276 1,2453 0,9432 0,9768 0,942 1,1162 0,8328 | 0,8648614 | 0,8192372
1,2272 1,4872 1,1263 1,1665 1,125 1,333 0,9945 | 1,0328128 | 0,9783285
1,0565 1,2804 0,9697 1,0043 0,968 1,1477 0,8562 | 0,8892004 | 0,8422922
0,9702 1,1758 0,8905 0,9223 0,889 1,0539 0,7863 | 0,8165807 | 0,7735034
1,2153 1,4728 1,1154 1,1552 1,114 1,3201 0,9849 | 1,0228215 | 0,9688643

1,006 1,2191 0,9233 0,9563 0,922 1,0928 0,8153 | 0,846667 | 0,8020026
1,1073 1,3419 1,0163 1,0526 1,015 1,2028 0,8974 | 0,9319335 | 0,8827709
1,063 1,2882 0,9756 1,0104 0,974 1,1546 0,8614 | 0,8946175 | 0,8474235
1,1146 1,3507 1,023 1,0595 1,021 1,2107 0,9032 | 0,9380446 | 0,8885597
1,0895 1,3204 1 1,0357 0,998 1,1835 0,883 | 0,9169655 | 0,8685926
1,0628 1,288 0,9755 1,0103 0,974 1,1545 0,8613 | 0,8944767 | 0,8472901
1,0256 1,2428 0,9413 0,9749 0,94 1,114 0,8311 | 0,8631308 | 0,8175978
1,1138 1,3498 1,0223 1,0588 1,021 1,2099 0,9026 | 0,9374162 | 0,8879644
1,1134 1,3493 1,0219 1,0583 1,02 1,2094 0,9023 | 0,9370444 | 0,8876123
1,0778 1,3061 0,9892 1,0245 0,988 1,1707 0,8734 | 0,9070796 | 0,8592282
1,071 1,2979 0,983 1,018 0,981 1,1633 0,8679 0,90136 | 0,8538103
0,9516 1,1532 0,8734 0,9046 0,872 1,0337 0,7712 | 0,8008866 | 0,7586372
1,0664 1,2923 0,9787 1,0137 0,977 1,1583 0,8642 | 0,8974797 | 0,8501347
1,4318 1,7352 1,3142 1,3611 1,312 1,5553 1,1604 | 1,2050754 | 1,1415037
1,019 1,2349 0,9352 0,9686 0,934 1,1068 0,8258 | 0,857583 | 0,8123427
1,052 1,2749 0,9656 1 0,964 1,1427 0,8525 | 0,885393 | 0,8386856
1,7328 2,0999 1,5904 1,6471 1,588 1,8822 1,4042 | 1,4583388 | 1,3814067
1,0957 1,3278 1,0056 1,0415 1,004 1,1902 0,8879 | 0,9221399 | 0,873494
1,61 1,9512 1,4777 1,5304 1,475 1,7489 1,3048 | 1,3550398 | 1,283557
1,1342 1,3745 1,041 1,0781 1,039 1,232 0,9192 | 0,9545592 | 0,904203
1,241 1,5039 1,139 1,1797 1,137 1,348 1,0057 | 1,0444556 | 0,9893572
1,0385 1,2585 0,9531 0,9871 0,952 1,128 0,8416 | 0,8739901 | 0,8278842
1,1115 1,3471 1,0202 1,0566 1,019 1,2074 0,9008 | 0,9355037 | 0,8861528
1,0558 1,2795 0,9691 1,0036 0,968 1,1469 0,8556 | 0,8885888 | 0,8417129
1,0728 1,3001 0,9847 1,0198 0,983 1,1654 0,8694 | 0,9029143 | 0,8552826
1,0913 1,3225 1,0016 1,0373 1 1,1854 0,8844 | 0,9184226 | 0,8699728
1,1189 1,3559 1,0269 1,0636 1,025 1,2154 0,9067 | 0,9416743 | 0,8919979
1,1165 1,353 1,0247 1,0613 1,023 1,2128 0,9048 | 0,9396548 | 0,8900849
1,1819 1,4324 1,0848 1,1235 1,083 1,2839 0,9579 | 0,994753 | 0,9422766
1,0123 1,2268 0,9291 0,9622 0,928 1,0996 0,8204 | 0,8519572 | 0,8070136
1,0874 1,3178 0,9981 1,0337 0,997 1,1812 0,8813 | 0,9152197 | 0,8669389
1,1054 1,3396 1,0146 1,0508 1,013 1,2007 0,8958 | 0,9303313 | 0,8812533
0,9622 1,166 0,8831 0,9146 0,882 1,0451 0,7797 | 0,8097811 | 0,7670625
0,9596 1,163 0,8808 0,9122 0,879 1,0424 0,7777 | 0,8076569 | 0,7650503
1,0338 1,2528 0,9488 0,9827 0,947 1,1229 0,8378 | 0,8700593 | 0,8241609
0,9206 1,1157 0,845 0,8751 0,844 1 0,7461 | 0,7747996 | 0,7339263
1,234 1,4954 1,1326 1,173 1,131 1,3404 11]1,0385237 | 0,9837382
1,1882 1,4399 1,0906 1,1294 1,089 1,2907 0,9629 1]0,9472467
1,2544 1,5201 1,1513 1,1923 1,149 1,3625 1,0165 | 1,0556912 1
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