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GENERALITATS

El cancer de mama és una malaltia molt comu i a la vegada devastadora, que
necessita una considerable millora en les estratégies preventives,
diagnostiques i terapeutiques. La principal dificultat en el seu coneixement és la
gran heterogenicitat clinica i biologica.

El cancer de mama és la neoplasia més frequients en el sexe femeni i es troba
en primera posicio entre les causes de mort per cancer en dones adultes (Tot,
2011).

Les ultimes dades publicades per la SEOM (Societat Espanyola d’Oncologia
Medica) al 2016 de les xifres de cancer a Espanya informen d’una incidéncia en
les dones al 2012 de 25.215 casos nous de cancer de mama (28.99% de tots
els nous casos de cancer en dones al 2012), seguit del de colon, pulmé, cervix i
estbmac. Sent la mortalitat per cancer en dones al 2012 en primer lloc per
cancer de mama, seguit de colon i pulmoé (SEOM, 2016).

Encara que hi ha hagut una gran reduccié en la mortalitat per cancer de mama
amb els tractaments actuals, s’estimen més de 450.000 morts per cancer de
mama a I'any en el mén. L’explicacié meés plausible és probablement deguda a
la manca del coneixement del mapa complet de la heterogenicitat biologica del
cancer de mama (Prat, 2015).

Per tal de poder entendre el cancer de mama, primer de tot hem de coneixer i
entendre on neix (I'anatomia de la mama) i com neix (la carcinogenesis), seguit
de saber qué és, quina transcendéncia té i qué es pot fer amb ell.

Fa només tres décades que els clinics disposaven de molt poques eines per
caracteritzar el cancer de mama. En el seu inici, I"inic métode establert i
reconegut era la morfologia, en la qual els patolegs s’esforcaven a fer les
descripcions histologiques per tal de classificar els tumors, pero la capacitat de
transmetre factors pronostics i indicacions terapeutigues era limitada. Una
revolucié va ser el descobriment de I'expressio de receptors d’estrogens per
part de les cel-lules tumorals, ja que esdevingué un dels primers marcadors

Gtils en indicar una terapia especifica. A partir d’aqui s’inicia la cerca de nous
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biomarcadors en les cél-lules neoplasiques, basats en tincions
immunohistoquimiques, que han permes arribar fins al métode tradicional
d’estudi del cancer de mama, basat en les caracteristiques histologiques i
I'expressio immunohistoquimica de 4 marcadors (receptors d’estrogens,
receptors de progesterona, Her2 i Ki67), que permet subclassificar les pacients
en diferents grups, amb pronaostic i dianes terapeutiques diferents.

Ara bé, el coneixement del cancer de mama no s’acaba aqui, ja que la
introduccié de la genomica a finals del segle XX ha permés observar una nova
perspectiva de la malaltia, que tot just comenca a sorgir, plantejant nous reptes

i tenint un gran cami per endavant.
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ANATOMIA

EMBRIOLOGIA:

La glandula mamaria €s un derivat de I'epiteli glandular extern i és el resultat
del desenvolupament de les glandules sudoripares de la pell modificada
adaptades a la produccio de llet. A 'inici es produeixen una série de processos
independents de les influencies hormonals, comencant amb el
desenvolupament fetal de les crestes mamaries ectodermiques primitives en la
regid pectoral, que pateixen un engruiximent, seguit de creixement
tridimensional i diferenciacio, i la posterior formacié de les polpes epitelials i
finalment l'areolar. Seguidament, una mica meés enlla de la meitat de la
gestacid, les hormones sexuals placentaries passen a la circulacio fetal i
indueixen la canalitzacio dels conductes lactifers, de manera que quan el fetus
arriba a terme, la glandula mamaria consta de 15 a 25 conductes galactofors

gue desemboquen paral-lels en el centre de I'areola (Sadler, 1996).

DESENVOLUPAMENT:

En el periode neonatal, la mama esta formada per un sistema rudimentari de
conductes, sense diferencies entre 'home i la dona, que consisteixen en petites
elevacions semihemisfériques, dures al tacte i de lliure mobilitat.
Histologicament, estan formades per una seria de canals ramificats amb
cel-lules basals que taponen els seus extrems, i que formaran els conductes
galactofors i els Iobuls glandulars.

Durant la_infancia i el periode prepuberal es produeix un lent perd progressiu

creixement i ramificacio dels conductes, afectant als dos sexes.
Histologicament, estan formades per un escas nombre de conductes
rudimentaris ramificats, recoberts per un epiteli pla i rodejats per teixit connectiu

col-lagen.
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A partit d’aqui, I'nome té un escas desenvolupament posterior i manté unes
mames rudimentaries, pero amb cél-lules en el seu interior que si
s’estimulessin adequadament podrien desenvolupar glandules mamaries
adultes.

Mentre que en la dona, durant la pubertat, I'accié coordinada dels ovaris
(estrogens i progesterona), juntament amb la hipofisis (hormones estimulants
del fol-licle “FSH” i luteinitzants “LH”) provoquen el desenvolupament,
creixement i maduracié de les mames i els organs genitals.

Histologicament, primer, els conductes mamaris s’allarguen i les cel-lules
epitelials que els formen es multipliquen i proliferen, formant el teixit mamari
ducto-lobel-lar-alveolar, acompanyant-se del creixement del teixit fibrés.
Després, es formen els multiples lobuls i acins (Figura 1) (Modolell, 2015;
Netter, 2001).

Figura 1: Desenvolupament de la mama
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Infancia Pubertad



INTRODUCCIO

MORFOLOGIA:

La mama adulta és una estructura glandular, parella i simétrica, situada en la
part anterior del torax, extenent-se des de la 22 a la 6-72 costella, i des del
marge lateral de l'estern fins la linia axil-lar anterior o mitja. Acompanyada
d’'una prolongacié axil-lar a la que se la coneix com a “cua de la mama o de
Spencer”. Es de localitzaci6 subdérmica, esta revestida per les fascies
pectorals i el seu suport bé donat pels lligaments de Cooper.

El parenquima mamari consta d’'uns 15 a 20 Iobuls, formats cada un per un
nombre de 20 a 40 lobulets, que a la vegada consten de 10 a 100 alveols.
L’estroma i el teixit subcutani, que és el responsable de donar volum a la
mama, conté grassa, teixit connectiu, vasos, nervis i limfatics.

El nombre de tubuls i la mida dels acins mamaris varia individualment i durant
els diferents periodes de la vida, sent més nombrosos durant I'edat
reproductiva i assolint el desenvolupament fisiologic total durant la gestacio i la
lactancia.

La pell de la mama és fina i conté fol-licles pilosos i glandules; pero a nivell de
'aréola és pigmentada, amb nombroses papil-les i terminacions nervioses,
sense fol-licles ni glandules, i descansa sobre el muscul areolar de Sappey, on
es troben els tubercles de Montgomery.

El reg sanguini procedeix de les artéries mamaries interna i toracica lateral. El
drenatge vends de les branques perforants de la vena toracica interna i les
branques perforants de les venes intercostals posteriors. La innervacié ve
donada pels primers 6 nervis intercostals i de la branca supraclavicular del
plexe braquial. El drenatge limfatic esta format per dos plexes, un superficial o
subareolar i I'altre profund o aponeurotic (Modolell, 2015).

La unitat morfofuncionant de I'érgan és una simple glandula amb una complexa
estructura ramificada, formada per dues grans parts: les unitats ducto-lobel-lars
terminals (TDLU) i el sistema del gran ducte segmentari i col-lector o galactofer,
que desemboca al mugroé, entre ells hi ha el si lactifer (Figures 2 i 3).

El desenvolupament de la mama, depen de l'estreta interaccié dels teixits
especialitzats epitelials i mesequimals presents. Les unitats ducto-lobel-lars
tenen un sistema epitelial especialitzat, format per dues capes de cél-lules amb

caracteristiques ultraestructurals i immunohistoquimiques diferents: una capa
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interna de cél-lules epitelials, amb funcions secretores i absortives, i una capa

externa de cél-lules mioepitelials (Rosai, 2004).

Figura 2: Morfologia de la mama
Figura 3: Morfologia i sostenibilitat de la mama

Ducto
lactifera
mamario) ’

i Alveclos (acinos)

Dictuios

Pezén (papila mamaria)

Abertura del pezdn




INTRODUCCIO
CARCINOGENESIS

El terme carcinogenesis o0 oncogenesis fa referéncia literal al procés pel qual
una cel-lula normal es converteix en una cel-lula cancerosa. El cancer
representa un desordre en el creixement cel-lular, caracteritzat per una
proliferacié incontrolada de les cel-lules d’'un determinat teixit, amb capacitat
d’invasio i destruccio dels teixits adjacents i disseminacio a distancia. Per tant,
es tracta d’'un procés evolutiu que consta de multiples etapes que es poden

englobar en iniciacio, promocio i progressio tumoral (Figura 4).

Figura 4: Evoluci6 de la carcinogénesis
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Els processos cel-lulars de proliferacio, diferenciacio i mort programada o
apoptosis sén essencials per la formacid, el manteniment de la funcié i els
fendmens de reparacio de tots els teixits i organs de I'organisme. En condicions
normals es troben estrictament regulats, mentre que la seva alteracié a nivell
genetic i epigenétic (sobretot la metilacio de ’ADN) constitueixen la base del
mecanisme molecular del cancer (Martin de Civetta, 2011).

Finalment, I'aparici6 del cancer en la poblacié general es pot explicar pels
canvis genétics somatics adquirits i/o la susceptibilitat genetica, que pot ser de
baixa penetrancia (quan mostren elevada frequencia de variants al-leliques i
gue confereixen un baix risc: sén cancers amb abséncia d’historia familiar, que
apareixen en edat avancada i probablement estan influenciats per altres factors
genetics /o ambientals) o d’alta penetrancia (quan mostren alt risc de
desenvolupar cancer, sent molt rara la seva troballa en la poblacio general).

En la mama es reconeixen diferents neoplasies que deriven dels diferents teixit

gue la formen, la més frequient és el carcinoma, que neix de les cel-lules de
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I'epiteli glandular, sobretot situades a les unitats ducto-lobel-lars terminals. El
cancer de mama és un procés neoplasic d'etiologia multifactorial, on diversos
factors actuen de forma simultania i sequiiencial. La naturalesa d’aquests factors
es variada i es pot classificar en tres grups: endocrins, genetics i ambientals,

gue actuen amb una clara interdependéncia (Modolell, 2015).

10
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CANCER DE MAMA

Ja hem dit que el cancer de mama és la neoplasia més frequent en el sexe
femeni i la primera causa de mort en dones adultes. Se sap que la incidéncia
de cancer de mama varia entre els continents, sent major en paisos occidentals
i desenvolupats, com Europa i America del nord.

Els primers registres d’incidencia del cancer de mama es coneix des del voltant
dels anys 1930 amb un drastic increment als anys 1980, seguit d'una
estabilitzacié entre 2001 i 2003, amb inici d'una davallada a partir d’aqui.
Malgrat tot, s’ha de mencionar que en els darrers 10 anys, s’ha produit un
discret augment de la seva incidéncia, probablement atribuible a la major
exposicié a factors de risc i a la introduccié de metodes de diagnostic precog.

A Espafa el cancer de mama suposa un 29% de tots els cancers. Encara que
la mortalitat de cancer de mama ha disminuit en els Ultims anys, gracies als
programes de cribratge i a la millora del tractament, segueix sent la primera
causa de mort per cancer entre les dones a Espanya.

L’edat de maxima incidencia es troba per sobre els 50 anys, pero no es pot
oblidar que aproximadament un 10% de dones sén diagnosticades de cancer
de mama abans dels 40 anys (Santaballa, 2015).

La supervivéncia mitja relativa de cancer de mama després de cinc anys és
d’'un 89.2% de manera global, pero aquesta esta influenciada per I'estadi en
que s’ha diagnosticat el cancer. La supervivencia en estadis | és de més del
98% i en canvi en estadis Il la supervivencia descendeix al 24% (Santaballa,
2015).

La causa o causes que produeixen el cancer de mama encara no estan
aclarides, malgrat que al llarg de les decades s’han descrit varis factors de risc,
com son historia familiar prévia de cancer de mama, sobretot en familiars de
primer grau, lesions proliferatives de la mama, alta densitat mamografica,
exposicid a estrogens endogens (menarquia preco¢, menopausa tardana,
terapia hormonal substitutiva en la postmenopausa, la nul-liparitat i edat major
de primer fill), alts nivells d’exposicid a radiacions, el consum d’alcohol i
I'obesitat (Santaballa, 2015). Cal mencionar que nomeés un petit percentatge de

cancers de mama s’han pogut atribuir a alguns d’aquests factors de risc

11
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coneguts. Es per aix0, que hi ha investigadors epidemioldgics que plantegen
com a un altre important factor de risc marcadors intrauterins, com el pes al
naixement, edat paterna, longitud del neonat al naixement, exposicié a
dietilestilbestrol, bessons i preclampsia/eclampsia (Tot, 2011).

El cancer hereditari és aquell que té el seu origen en alguna mutacio genetica,
en mama, s’estima que entre un 5-10% soén hereditaris. D’aquests el 20-25%
de les mutacions responsables del cancer de mama hereditari succeeixen en
els gens BRCAL i BRCA2, on el risc de desenvolupar un cancer de mama al
llarg de la vida en les dones portadores és del voltant del 60% i 50%,
respectivament (Santaballa, 2015).

Degut a que el cancer de mama és un important problema de salut, tant per la
seva elevada incidencia i mortalitat, com per les repercussions fisiques,
psicologiques i economiques en la poblacid, és important un bon diagnostic
precog, ja que un dels principals factors pronostics és I'estadi de la malaltia en
el moment del diagnostic. Actualment, s’estan utilitzant programes de cribratge
amb la mamografia com a prova selectiva entre els 40 i 74 anys, pero sobretot
en majors de 50 anys. Tenint present que existeix un risc de fals negatiu de fins
un 20% de casos de cancer de mama que no es detecten, sobretot degut a
mames d’alta densitat i més freqientment en noies joves (NIH, 2014).

Els principals simptomes son la palpacié d’'un nodul i la retraccio de la pell o el
mugroé, els quals avui dia, malgrat els programes de cribatge implementats,
encara en un cert percentatge no despreciable de pacients segueixen sent el

signe d’alarma associats a presencia de procés neoplasic no conegut.

El diagnostic de cancer de mama, sovint parteix d’'una sospita radiologica, que
sempre requereix d’'una confirmacié histologica de la zona sospitosa, que a la
vegada dona informacié del tipus tumoral, grau d’'agressivitat i permet realitzar
estudis immunohistoquimics (com a minim, de receptors hormonals, Her2 i
index proliferatiu de Ki67) per a conéixer possibles tractaments. Seguida d'un
estudi d’extensid, sobretot axil-lar, utilitzant diferents metodes d'imatge segons
la situacié de cada pacient.

12
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El sistema d’estadiatge més conegut i utilitzat en el cancer de mama és la

classificaci6 TNM, publicada per la “American Joint Committee on
Cancer/Union for International Cancer Control” (Lakhani, 2012), basada en
informacio clinica i patologica, que inclou la mida tumoral (T), l'afectacio
ganglionar axil-lar regional (N) i I'afectacié a distancia (M). La seva terminologia
i els seus estadis es descriuen a continuacio:

TNM descripcions
m multiples focus de carcinoma invasiu
r Recurrent
y post-tractament
Tumor primari, valoracié patologica (pT)
pTx Tumor primari no avaluable
pTO No hi ha evidéncia de tumor primari
pTis Carcinoma in situ
pTis (Paget) Malaltia de Paget del mugré6 no associada a carcinoma
invasiu i/o carcinoma in situ en el parenguima mamari
subjacent
pPT1 Tumor <20 mm de diametre maxim
pT1imi Tumor < 1 mm de diametre maxim (microinvasiu)
pTla Tumor > 1 mm perd <5 mm de diametre maxim
pTlb Tumor >5 mm pero < 10 mm de diametre maxim
pT1c Tumor > 10 mm perd < 20 mm de diametre maxim
PTZ2  Tumor > 20 mm perd <50 mm de diametre maxim
pT3 Tumor > 50 mm de diametre maxim
pT4 Tumor de qualsevol mida amb afectacio directe de paret toracica i/o
cutania (ulceracié o noduls). La invasié Unica de la dermis no es
considera un pT4
pT4a Extensi0 a paret toracica, sense incloure adhesié o
invasié de muscul pectoral
pT4b Ulceracio i/o noduls satel-lits i/o edema (inclouen pell de
taronja) cutani, sense complir criteris de carcinoma
inflamatori
pT4c Els dos estadis T4a i T4b
pT4d Carcinoma inflamatori
Ganglis limfatics regionals “axil-lars”, valoracio patologica (pN)
(sn) gangli sentinella
(i) estudi immunohistoquimic (IHQ)
pPNX La cadena ganglionar no es avaluable

pNO Absencia de metastasis a ganglis limfatics regionals
identificades histologicament.
pNO (i-) No hi ha metastasis ganglionar histologica ni
demostrada IHQ
pNO (i+) Presencia de cel-lules malignes en gangli/s limfatic

regional no major a 0.2 mm o no major a 200
cel-lules (detectades per HE o IHQ, incloent ITC)

13
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pN1mi  Micrometastasis (cel-lules malignes en gangli/s limfatic regional
major de 0.2 mm o major a 200 cel-lules)

pNla Metastasis de 1 a 3 ganglis limfatics axil-lars, amb al menys una
metastasis major de 0.2 mm

pN2a Metastasis de 4 a 9 ganglis limfatics axil-lars
pN3a Metastasis en 10 o més ganglis limfatics axil-lars

Es coneixen alguns factors pronostics, que seleccionen les pacient que es
poden beneficiar d’'un tractament adjuvant, i alguns predictius, que identifiquen
el millor tractament per la pacient. Encara que la majoria d’aquests factors
s’obtenen en la biopsia, alguns sén intrinsecs de les pacients com I'edat i I'estat
menopausic (a més jove més risc). Son factors coneguts de mal pronostic:
major mida tumoral, major nombre de ganglis afectes, menor grau de
diferenciacio, invasié vasculolimfatica, abséncia d’expressié de receptors
hormonals i Her2 (encara que I'expressio d’Her2 és un factor de mal pronostic,
existeix un tractament dirigit “Trastuzumab” que prediu la seva resposta i ha

revertit el seu mal pronostic) i el subtipus triple negatiu.

El tractament del cancer de mama s’ha d’individualitzar i depen de mdltiples
factors, actualment es recomana la discussio dels casos en comites
multidisciplinaris  (que  normalment  inclouen radiolegs, oncolegs,
radioterapeutes, cirurgians/ginecolegs i patolegs).
El tractament pot ser:
a) Quirargic: és quan s’'actua sobre la malaltia i pot ser a diferents nivells,
segons les caracteristiques del tumor. A nivell de:
a. Mamari:
i. Conservador: [I'extirpacié del tumor amb una petita
guantitat de teixit sa del voltant.
ii. Mastectomia: I'extirpacio de tota la mama amb o sense
reconstruccid, immediat o diferida.
b. Axil-lar:
i. Biopsia de gangli sentinella: consisteix en extreure el
primer gangli que rep el drenatge limfatic del tumor, el qual

ha estat marcat préviament amb un radiotrazador o tinta.

14
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ii. Limfadenectomia: buidament de la regi6 axil-lar per
analitzar els ganglis, amb possible risc d'efectes
secundaris de la regio.

b) Radioterapia: és la utilitzacié de radiacions per destruir les cel-lules
tumorals o impedir que creixin. Aquesta pot ser adjuvant, pal-liativa,
externa o interna.

c) Sistémic o medic: és aquell que actua sobre tot I'organisme, via oral o
intravenosa, en l'estadi preco¢ o en malaltia disseminada, per tal de
disminuir el risc de recaiguda.

d) Neoadjuvant: és aquell tractament sistemic que s’administra préviament
a la cirurgia, normalment amb I'objectiu de facilitar-la o permetre-la o

veure la sensibilitat al farmac utilitzat.
El sequiment del cancer de mama és més estret durant els primers cinc anys i

després passa a ser anual, amb diferents proves necessaries suplementaries

segons el tipus de tractament que rebi la pacient (Santaballa, 2015).
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CANCER DE MAMA VIST DES DE LA PATOLOGIA

El cancer de mama és una malaltia molt heterogenia tant a nivell histologic,
molecular/genetic com clinic amb resposta variable a diferents tractaments, té
un ampli espectre de subtipus morfologics i un gran ventall de comportaments
biologics. Aquest cancer esta sotmés a nivell molecular a una complexa xarxa
d’alteracions genetiques que afecten als processos cel-lulars. De manera, que
I'estudi de la genetica del cancer ha tingut un gran impacte en el coneixement
de la progressio i el desenvolupament de la neoplasia (Simpsom, 2005).

Al llarg del temps, els patolegs han intentat desenvolupar sistemes de
classificacio relacionats amb el pronostic d’aquesta malaltia, la majoria d'ells
derivats de I'exhaustiu estudi histologic del tumor. Se sap que algunes dades,
com el grau histologic, I'estadiatge (mida tumoral i metastasis ganglionars) i el
resultat immunohistoquimic dels tres marcadors reconeguts (I'expressié de
receptors hormonals, d’estrogens i/o progesterona, i la sobreexpressio d’'Her2),
son indicadors de pronostic i prediuen possibles respostes a determinats
tractaments. Encara que, segueixen existint limitacions, per les mateixes
situacions cliniques i el comportament intrinsec de cada tumor. Aix0, és molt
evident en carcinomes ductals invasius de tipus no especific (NOS), el subtipus
meés habitual, on tumors amb el mateix grau histologic poden tenir drastiques
diferencies en les seves evolucions i les respostes als tractaments sistemics
(Badve, 2011). Estudis moleculars, basats especialment en estudis d’expressio
génica, hibridaci6 gendomica comparativa 0 de sequenciacié geneética, han
permés, per una banda, ampliar els coneixements sobre les lesions
precursores del cancer de mama i, per una altra banda, han redefinit el model
de progressio de la carcinogénesis mamaria.

Per exemple, no hi ha dubte que els estudis de microarrays i els seus derivats
han contribuit en el coneixement del cancer de mama, demostrant I'evident
heterogenicitat a nivell molecular d’aquests tumors: mostrant fonamentals
diferencies entre els tumors receptors d’estrogens positius i negatius; que
existeixen diferents subtipus moleculars de cancer de mama; i que els tipus

histologics especials mostren diferents entitats a nivell molecular. A més, han
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ajudat a desenvolupar la taxonomica molecular utilitzada en tests clinics i a

coneixer el pronostic a través de “signatures genetiques” (Weigelt, 2010).

Historicament, la progressio del cancer de mama s’ha vist com un procés de
multiples etapes, similar al model de “Vogelstein” descrit en la carcinogenesis
colonica, d'una unica via que progressa des de la mama normal, a la
hiperplasia sense atipia, al carcinoma in situ, al carcinoma invasiu i a la

metastasi (Simpsom, 2005) (Figura 5).

Figura 5: Possible evolucié de la carcinogenesis
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Malgrat el gran avan¢ que han comportat els estudis moleculars en el
coneixement i el maneig clinic del cancer de mama, I'estudi morfologic rutinari

classic dels tumors de mama mitjancant el microscopi optic continua sent I‘eina

imprescindible en el diagnostic, classificaci6 i tractament d’aquesta patologia.
La classificaci6 del cancer de mama en grups pronostics s’ha fet
tradicionalment amb els subgrups histologics, sent un important factor predictiu
el grau de diferenciacié histologic de “Bloom and Richardson”, després
modificat per “Elston and Ellis” (Figura 6), basat en la proporcié de ductes que
es formen, el grau de pleomorfisme nuclear i el numero de mitosis (Bloom,
1957; Elston 1991) .

Figura 6: Grau de diferenciacio histologic del carcinoma de mama (Elston and Ellis 1991)
Tabla 2: Grado higalégico del carcinoma de mama (Elson y Ellis, 1991) ([7256])
Formacion tubular y/oacinar: (> 75% del tumor, 1 punto; 10-75%, 2 puntos; < 10%, 3 puntos)

Pleomorfismo nudear:  (nlcleos uniformes en tamafio y forma, pequefios y cromatina dispersa, sin nucleolo
prominente, 1 punto; ndcleos mas pleomoérficos, con nucleolos y son de tamafio intermedio y variable, 2 puntos;

ndcleos grandes, de tamafios y formas diversas, con uno o mas nucleolos prominentes y cromatina grosera, 3

puntos)
Numero de mitoss  Localizar, revisando la preparacion a bajo aumento (x100), las areas mitéticamente mas
activas y contar solo las figuras de mitosis bien definidas, a gran aumento (campo de gran aumento —CGA- o
x400); (0-9 mitosis/10 CGA (0.59 mm de diametro de campo o 0.274dmrarea de campo), 1 punto; 10-19
mitosis/I0CGA, 2 puntos;20 mitosis/I0CGA, 3 puntos)
Gradofinal combinado:  Resulta de sumar los puntos adjudicados a cada uno de los tres parametros:
Sila suma final es 35> grado 1 (carcinoma de bajo grado o bien diferenciado)
Si la suma final es 6% grado 2 (carcinoma de grado intermedio 0 moderadamente diferenciado)
Si la suma final es 8-® grado 3 (carcinoma de alto grado o pobremente diferenciado)
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Aquest grau de diferenciacié histologica juntament amb l'estat ganglionar,
formen el conegut “index Pronostic de Nottingham” que valora

“ipN = mida tumoral (cm) x 0.2 + estadi ganglionar + grau histologic”
i pot ser utilitzat per a prendre decisions cliniques, ja que divideix les pacients
en tres grups de risc: risc baix-I (ipN < 3,4), risc intermig-1l (> 3,4 pero <5,4) i
risc elevat-IIl (> 5,4). Serie historica (Figura 7 i Grafic 1).

Figura 7: Série historica propia de I''ndex Pronostic de Nottingham

index Pronostic Nottingham

Freglencia Percentatge
Risc baix 212 29.5
Risc intermig 350 48.7
Risc elevat 157 21.8
Total 719 100.0

Grafic 1: Serie historica propia de les diferents corbes de supervivencia de Kaplan-Meier, segons cada
grup de risc de cancers de mama valorats segons I'lndex Pronostics de Nottingham
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Mesos d'evolucio
Presentem una taula de resultats (Figura 7), juntament amb les seves corresponents corbes de Kaplan-

Meier (Gafica 1) d’'una serie historica propia (de la Corporacié Sanitaria Parc Tauli, Hospital Universitari,

compresa entre la decada dels anys 1990 i 2000).
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Una vegada descrites les caracteristiques histologiques classiques del tumor,
s’'afegeixen els marcadors tradicionals, basats en tres estudis
immunohistoquimics, de receptors d’estrogens (RE), receptors de progesterona

(RPG) i del receptor 2 del factor de creixement epidérmic huma (Her2/neu), els
quals també orienten sobre el pronostic i resposta a determinats tractaments.
Se sap que els tumors que expressen RE responen a terapies endocrines i
encara que poden tenir recurréncies acostumen a tenir llargues supervivencies;
els tumors amb abséncia d’expressio de RPG tenen menor resposta a la
terapia endocrina i pitjor pronostic; els tumors amb sobreexpressio Her2,
encara gue tenen pitjor pronostic, es prediu una bona resposta al tractament
amb anticossos monoclonals anti-Her2 (Traztuzumab); els tumors amb
abséncia d’expressio dels tres marcadors, coneguts com a “triple negatius”,
tenen pitjor pronostic. Existeix un quart marcador, el Ki67, que €s un marcador
de proliferacio cel-lular dirigit contra nacleoproteines durant la interfase i durant
la divisi6 es recol-loca a la superficie dels cromosomes; de manera que es un
marcador que es troba en totes les cel-lules durant les fases de divisio dels
cicles. Es per aix0, que els tumors amb alt index proliferatiu de Ki67 s’associen
a pitjor pronostic, encara que son tumors amb molt bona resposta clinica a
combinacions de quimioterapies per la seva elevada proliferacio, sent un
predictor independent de la resposta patologica completa o de la supervivencia
lliure de malaltia o de les recurréncies locoregionals. El problema és que la
seva valoracio no esta ben estandarditzada, ja que és patoleg depenendent i
no hi ha un llindar clarament definit (Yadav, 2015).

Posteriorment, en les dues ultimes decades s’han afegit els estudis moleculars

que van des de la hibridacié genomica compartida (CGH) fins a les técniques
de sequenciaci6 massiva de nova generacid (Next generation sequencing
“NGS”) (Vuong, 2014).

Els primers estudis moleculars als anys 90 (Simpsom, 2005) (Figura 8)
d’hibridacié genomica comparativa (CGH) i perdua d’heterocigocitat (LOH) ja
mostraven que els tumors amb major grau histologic tenen major complexitat i
diversitat d’alteracions molecular (major inestabilitat genética amb diversitat de
pérdues i/o guanys de cromosomes i gens), que no els tumors de baix grau
(que mostren poques alteracions cromosomiques, a excepcié de perdua

recurrent de 16q). Fet, que fa pensar, en la dificultat de transformaciéo d'un
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tumor de baix grau a un tumor d’alt grau, ja que les alteracions genétiques de
base son diferents. De la mateixa manera, que els canvis genetics observats en

carcinomes ductals i lobel-lars sén diferents.

Figura 8: Evoluci6 en I'estudi molecular del cancer de mama
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Degut a la seva diversitat, encara no esta clara la correlacié entre els perfils
d’expressio, les caracteristiques genetiqgues-moleculars i els parametres
histologics dels tumors.

La freqlent associacio entre la lesio invasiva i algunes lesions proliferatives per
la seva similitud morfologica, fa pensar que certes entitats puguin estar
biologicament relacionades (com la neoplasia lobel-lar i el carcinoma lobel-lar
infiltrant o el carcinoma intraductal i carcinoma ductal infiltrant). Motiu pel qual
s’han requerit estudis moleculars per a valorar patrons fenotipics/genomics,

gue permetessin associar les lesions preinvasives a determinades neoplasies.

Al voltant del 2005, Simpson et al, comenta que I'evoluci6 molecular de la
patologia mamaria neoplasica (Figura 9), es basa en dues grans brangues, una
de baix grau i una d’alt grau amb una tercera branca intermitja, les quals tenen
caracteristiques moleculars molt diferents, que sOn compartides per
determinades lesions malignes i premalignes, permeten aixi poder comencgar a

entendre el desenvolupament de la malaltia.
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Figura 9: Evoluci6 en el coneixement molecular de la patologia mamaria neoplasica
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La hiperplasia ductal i lobel-lar atipica (HDA i HLA) tenen similituds
morfologiques, i també moleculars, amb els carcinomes in situ ben diferenciat
ductal i lobel-lar (CID i CIL), respectivament, ara no son obligatoriament
precursores nhomés dels carcinomes ben diferenciats, sind de tot tipus de
carcinoma in situ. Cal mencionar que hi ha altres lesions no obligatoriament
premalignes que costen de situar en I'esquema.

Durant molt de temps la hiperplasia ductal usual s’ha considerat precursora de
HDA i CID, perdo sha vist que les caracteristiques morfologiques,
immunoproliferatives i moleculars sén extremadament diferents, de manera que
la majoria no mostren evidencia d’una naturalesa monoclonal/neoplasica que
suggereix tractar-se d’una entitat premaligne.

Per una banda, les lesions de cél-lules columnars, si que es coneixen com a
possibles precursores de HDA i CID ben diferenciat. Encara que, a nivell
molecular tenen un augment en el nombre i complexitat de canvis en relacié al
numero de copies de cromosomes, també és frequent la troballa de pérdua de

16q (indicador de lesions de baix grau).
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Mentre que, per altra banda, hi ha entitats com I'adenosi apocrina atipica i
'adenosi microglandular que soOn lesions precursores que no estan ben
establertes. O altres com, el carcinoma lobel-lar pleomorfic i el carcinoma
ductal infiltrant moderadament diferenciat, que sén grups entremig de lesions
en que les vies de progressié sGn menys evidents.

En resum, els canvis genétics observats en les lesions proliferatives benignes

son rars i diferents dels descrits en el carcinoma (Simpsom, 2005).

Tal i com s’ha anat descrivint, els tumors de mama en humans tenen una gran
diversitat en la historia natural i les seves respostes a tractaments,
probablement influenciades per la gran diversitat biologica de les cél-lules i els
tumors. En cada cel-lula el sistema de senyals de transduccié i regulacio,
tradueixen un gran volum d’informacio de la identitat cel-lular en relacié a I'estat
ambiental, controlant els nivells d’expressio de cada gen en el genoma huma.

Es per aix0, que es proposa si la diversitat fenotipica en els cancers de mama
s’acompanya de la corresponent diversitat de patrons d’expressio genica, que
es poden coneixer amb técniques d’estudis moleculars, com els microarrays de
ADNCc i que ens ajudarien a conéixer millor la base de la taxondmica molecular
d’aquest cancer (Perou, 2000). Es a dir, el cami com es percep la
reconfiguracio del cancer de mama, que malgrat s’ha intentat dividir en

subgrups aquests mostren importants limitacions.

Al cap d’'uns 10 anys, al I'inici del nou segle, I'estudi molecular parla de com els
perfils d’expressio genica basat en estudis de microarrays divideix de manera
intrinseca el cancer de mama en cinc subtipus diferents (Luminal A, Luminal B,
Basal-like, Her2 positius i mama normal), que tenen diferents factors de risc
epidemiologics, diferents histories naturals i diferents respostes a tractaments

sistémics i terapies locals (Perou, 2000).

Un estudi posterior (Sorlie, 2001) subdivideix el tipus luminal/receptors
d’estrogens positius en 3 subtipus: luminal A, B i C. Després, un altre estudi
(Sotirioiu, 2003) va demostrar sis grups similars, amb dos subgrups basal-like i
un grup mama normal. Nombrosos estudis posteriors han subclassificat el

cancer de mama en subtipus moleculars similars, utilitzant perfils d’expressio
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génica. Encara que, alguns estudis utilitzen fins a 25 marcadors
immunohistoquimics per aconseguir dividir els cancers de mama de manera

similar als estudis moleculars no son exactes ni s'utilitzen a la practica clinica.

Al 2013 un estudi (Green, 2013) comenta la possibilitat de classificar els
cancers de mama en 6 grups utilitzant una combinaci6 de 10 marcadors
immunohistoquimics (receptors d’estrogens “RE”, receptors de progesterona
“RPG”, citoqueratina 5/6 “CK5/6”, citoqueratina 7/8 “CK7/8”, EGFR, Her2, Her3,
Her4, p53 i Mucin 1). Parla de tres luminals (que tenen expressié de CK7/8 i RE
amb variabilitat en I'expressi6 de RPG, Her3 i Her4), dos basals “BL” (que
expressen CK5/6 més/menys p53) i un Her2 positiu “HER2”; quedant només un

7.1% de tumors inclassificables (Figura 10).

Figura 10: Classificacio del cancer de mama segons la combinacié del resultat
immunohistoquimica descrit per Green et al, 2013
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De manera, que aconsegueix una classificacio dels cancers de mama similar a
I'obtinguda amb els perfils d’expressio genica, definint diferents subtipus basals
i luminals amb diferents evolucions cliniques.

A grans trets, mencionar que a nivell clinic tenen un millor pronostic els grups
Luminal A i N que no el B, degut a que son tumor petits, de grau histologic | i
amb ganglis negatius; a diferéncia de la resta de grups (Luminal B, BL i HER2)
que son tumors grans amb alt grau histologic i estadiatge. En el grup Basal, el
BL p53 alterada té pitjor pronostic lliure de malaltia que el grup BL p53 normal.
Pel qué fa al grup HER2 és el que té un pitjor pronostic, sobretot HER2
REnegatius té la major taxa de mort per cancer de mama en 5 anys.

Malgrat que a la practica clinica el qué importa no és la subdivisié en perfils
intrinsecs, sino separar els pacients que es poden o no beneficiar de
determinades terapies; i ja que el marc sanitari actual limita la realitzacié de
tests de signatures genetiques de pronostic pel seu elevat cost economic, ha
sigut necessaria la seva aproximacio amb els estudis immunohistoquimics

habituals.

Motiu pel qual, recentment s’ha acceptat la classificacié biologica del cancer de
mama en cinc grups diferents basada en un panell de marcadors
immunohistoquimics (primera proposta en el Consens Internacional d’Experts
de St. Gallen al 2011 i modificada posteriorment en el seglent consens al
2013) (Goldrhirsch, 20111 2013) (Taula 1i Figura 11).

Taula 1: Aproximacié immunohistoquimica als subtipus intrinsecs de cancer de mama
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Figura 11: Esquema del Consens Internacional d’Experts de St. Gallen 2013

Intrinsic subtype Clinico-pathologic surrogate definition Notes

Luminal A ‘Luminal A-like’ The cut-point between ‘high’ and ‘low’ values for Ki-67 varies between
all of: laboratories.” A level of <14% best correlated with the gene-expression
ER and PgR positive definition of Luminal A based on the results in a single reference
HER?2 negative laboratory [23]. Similarly, the added value of PgR in distinguishing
Ki-67 low™ between ‘Luminal A-like’ and ‘Luminal B-like” subtypes derives from the
Recurrence risk ‘low” based on work of Prat et al. which used a PgR cut-point of >20% to best

multi-gene-expression assay (if available)” correspond to Luminal A subtype [24]. Quality assurance programmes
are essential for laboratories reporting these results.
Luminal B ‘Luminal B-like (HER2 negative)’ ‘Luminal B-like’ disease comprises those luminal cases which lack the

ER positive

HER?2 negative
and at least one of:
Ki-67 ‘high’

characteristics noted above for ‘Luminal A-like’ disease. Thus, either a
high Ki-67° value or a low PgR value (see above) may be used to
distinguish between ‘Luminal A-like’ and ‘Luminal B-like (HER2
negative)’.

PgR ‘negative or low’
Recurrence risk ‘high’ based on
multi-gene-expression assay (if available)”

‘Luminal B-like (HER?2 positive)’
ER positive
HER?2 over-expressed or amplified
Any Ki-67
Any PgR
Erb-B2 overexpression ‘HER?2 positive (non-luminal)’

HER? over-expressed or amplified

ER and PgR absent
‘Basal-like’ “Triple negative (ductal)’ There is an 80% overlap between ‘triple-negative’ and intrinsic ‘basal-like’
ER and PgR absent subtype. Some cases with low-positive ER staining may cluster with non-
HER?2 negative luminal subtypes on gene-expression analysis. ‘Triple negative’ also
includes some special histological types such as adenoid cystic
carcinoma.
Sempre recordant, que encara que les caracteristiques patologiques

estandards junt amb els resultats immunohistoquimics habituals permeten
definir alguns grups clinics de forma adequada; un dels principals problemes es
troba en el grups dels “Luminals”, on en els darrers anys s’ha intentat ajustar i
buscar solucions per a classificar-los adequadament, sobretot en la valoracio
immunohistoquimica del Ki67, que és controvertida i molt variable, sent aixi,
aquest el principal grup, en el que actualment es sol-liciten estudis moleculars
predictius. Ara, malgrat els importants esforcos per a millorar les dades
patologiques subrogades que defineixen els subtipus intrinsecs, aquesta
classificacid continua sent suboptima; sent probablement I'explicaci6 meés
plausible, la que 3 0 4 biomarcadors no poden concretar els subtipus intrinsecs
de cancer de mama definits a nivell molecular (Prat, 2015).

Existeixen diferents tests d’expressio genica (signatures genetiqgues de
pronostic), indicats i validats en determinades situacions, com sén Oncotype
DX, MammaPrintlJ, PAM-50 ROR[ score, EndoPredict[] and Breast Cancer

Inexd, els quals informen de diferents factors pronostics o predictius en
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cancers de mama amb determinades caracteristiques -clinicopatologiques
(Figura 12).

Figura 12: Taula comparativa dels principals test d’expressié genica utilitzats en cancer de

mama
Gene expression test Oncotype DX® MammaPrint® “Intrinsic gene molecular
classification/PAM50/Prosigna’ ™
Provider Genomic Health Agendia BV NanoString Technologies Inc.
Assay 21-gene recurrence score 70-gene signature “Intrinsic gene” list or 50-gene PCR

RNA isolated from Formalin-fixed, paraffin- Frozen or formalin-fixed, Frozen or formalin-fixed, paraffin-

embedded tumor tissue paraffin-embedded embedded tumor tissue
tumor tissue
Outcome Disease-free relapse at Distant metastasis at Disease-free, distant metastasis-free
10 years 5 years and overall survival
Clinical Application Prediction of recurrence risk  Prognosis of N0 BC, Classification of invasive breast
in ER+ BC treated with <5 cm diameter cancers
tamoxifen
Risk groups identified  Three risk groups based on  Dichotomous; good or  Classification of tumors into luminal
TECUITENCE SCOTe poor prognosis A, luminal B, HER2, and basal-
like subtypes

ER estrogen receptor, BC breast carcinoma, GG/ Genomic Grade Index

MapQuant DX® EndoPredict® Breast Cancer Index™™
(HoxB13:IL17BRMGI)

Qiagen (formerly Ipsogen Sividon Diagnostics  bioTheranostics
Inc.); stll available?
97-gene signature or 8-  qRT-PCR 8 prognostic 2-gene HOXBI13:IL17R/

gene qQRT-PCR genes, 3 molecular-grade index
nomalization gene

Frozen or formalin-fixed, Fommalin-fixed, Formalin-fixed, paraffin-
paraffin-embedded paraffin-embedded embedded mmor tissue
tumor tissue tmor tissue

Good (GGI I) or poor Distant metastasis at ~ Relapse-free and overall
(GGI III) prognosis 10 years survival

Molecular grading, for Prognosis of Prognostic in ER+ BC,
ER+, histological endocrine-treated prediction of response
grade II BC BC to tamoxifen

Dichotomous; GGI lor  Dichotomous; low risk Continuous variable; risk
GGl 1l or high risk of recurrence score

Aquests tests informen de dades pronostiques addicionals i alguns augmenten
també la informaci6 predictiva donada per les actuals caracteristiques
clinicopatologiques i els marcadors immunohistoquimics de rutina; pero, el
benefici de la informacié és limita a un nombre restringit de pacients (receptors
d’estrogens positius). De manera, que encara que l'entusiasme amb els
microarrays vol que aquesta tecnologia sigui un esgladé més cap a I'escala de la
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terapia individualitzada dels pacients amb cancer de mama; aquest objectiu
encara es troba una mica llunya i probablement s’aconsegueixi amb la

integracio de les diferents etapes conegudes (Weigelt, 2015).

En el moment del diagnostic aproximadament el 80% dels cancers de mama
sén carcinomes ductals infiltrants de tipus no especifics (NOS), seqguits de
carcinomes lobel-lars infiltrants en un 10%; tots dos amb comportaments
biologics diferents perdo amb valor pronostic independent que no queda clar.
Existeixen altres subtipus de cancer menys frequent, com els tumors papil-lars,
mucinosos, tubulars i cribiformes, que s’associen a bon pronostic; a diferéncia
dels subtipus micropapil-lar, medul-lars, metaplastics i solid lobel-lar, que
semblen tenir pitjor pronostic. Sent I'entitat més agressiva en el cancer de
mama localitzat, el tipus inflamatori, caracteritzat per edema i eritema cutani
degut a la infiltracié tumoral limfatica dermica (Modolell, 2015).

A nivell immunohistoquimic, en el moment del diagnostic entre el 70 i 80% de
cancers de mama mostren expressio de receptors d’estrogens i/o receptors de
progesterona, al voltant del 20% sobreexpressen Her-2/neu i un 10% son

triples negatius (Lerma, 2007).

Encara que en la practica clinica diaria, els factors pronostics i predictius
utilitzats son els anatomopatologics convencionals (com tipus histologic, mida
tumoral, grau histologic i afectacié axil-lar, entre altres) i immunohistoquimics
(receptors d’estrogens i progesterona, Her2, p53 i Ki67). S’ha de tenir present
que el cancer de mama amb similituds histologigues mostra una gran
divergéncia en la manera de presentacio clinica, agressivitat de la malaltia i
resposta als tractaments. Aquestes diferéncies son possiblement les que
limiten I'actual classificacié del cancer de mama, basada principalment amb les
caracteristiques morfologiques. De manera, que en [lactualitat, les
investigacions sistematiques dels patrons d’expressio geénica i les seves
correlacions amb la diversitat de caracteristiques fenotipiques especifiques,
soén el repte més important per tal de poder classificar, a nivell molecular, els
diferents fenotips de cancer de mama i poder permetre una millor estratificacio

pronostica i predictiva (Spitale, 2009), sense oblidar que el fet d’'observar un
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gran nombre de fenotips diferents indica que encara estem molt lluny d’obtenir

el mapa complet del cancer de mama (Perou, 2000).

Ja acabant, només mencionar, que els ultims avengos en la molecular intenten
subclassificar el cancer de mama segons la seva arquitectura genomica i
trasncriptomica, basades en la valoracio d’aberracions somatiques adquirides
en el numero de copies associades a I'expressio d’'uns 40 gens, obtenint una
divisié en 10 clusters diferents (Figura 13) (Vuong, 2014), pero la seva practica
diaria es troba limitada pel cost i el poca estandarditzacié en la seva utilitzacié
rutinaria.

Figura 13: Subclassificacié del cancer de mama en 10 clUsters segons I'arquitectura genomica i
transcriptomica
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Per ultim, no es pot oblidar de fer mencid6 a un concepte innovador que
tltimament esta agafant forca en el cancer, que és la importancia del sistema
immune amb el concepte de “immunoedicié del cancer’ que es basa en la
hipotesis que la cel-lularitat immune promou el creixement tumoral i també pot
erradicar el cancer. La seva influencia depén de la presencia de cel-lules
inflamatories immunosupressores intratumorals i a I'estroma adjacent i dels
diferents papers que jugen cada tipus de cel-lula immune en els diferents
cancers (Mao, 2016).

En el cancer de mama l'extensa infiltracié inflamatoria tumoral és deguda

sobretot a cél-lules T CD8+ citotoxiques (que es troben fortament associades a
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la supervivencia i la resposta al tractament) i a cél-lules T CD4+ reguladores
(que en funcid del tipus es troben associades a millor o pitjor pronostic)
(Salgado, 2015). La interaccio del sistema immune amb les cel-lules tumorals
del cancer de mama esta associada sobretot amb el tipus TNBC i Her2 positiu.
També s’ha descrit el concepte de “LPBC = carcinoma de mama
predominantment limfocitic” quan hi ha més limfocits que cél-lules tumorals, és
a dir, que la preséncia de limfocits en I'estroma tumoral sén en arees del 50-
60% del tumor. Es per aixd que s’han descrit les recomanacions internacionals
per a valorar el grau d’infiltracio limfocitica tumoral (TILs) en el cancer de mama
pel “Working Group 2014”) (Figura 14).

Figura 14: Estandaritzacié aprovada per la valoracio de TILs en cancer de mama.
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EL CANCER DE MAMA TRIPLE NEGATIU (TNBC)

El cancer de mama triple negatiu (TNBC) és un grup heterogeni de tumors (a
nivell morfologic, genétic, immunofenotipic i de caracteristiques cliniques), que
representa entre el 10-20% de tots els cancers de mama i mostra una gran
variabilitat a nivell intra i intertumoral que limita la troballa d’'una terapia dirigida.
Aquest tipus de tumor (TNBC) es caracteritza per la manca d’expressio dels
tres marcadors (receptors d’estrogens, receptors de progesterona i receptor 2
de factor de creixement epidérmic “Her2”) més emblematics en el cancer de
mama, no fent més que senyalar que es tracta d’un subtipus de cancer definit
“per defecte”, i per tant, necessariament subjecte a futures variacions
classificatories.

Tot i que, la seva vinculacié a la disfuncié6 del BRCA, la rellevancia dels
inhibidors de PARP (polimerasa-1 poliADP-ribosa), I'expressié d’'EGFR i, inclos,
'expressio de receptors d’androgens, poden marcar la subdivisié natural
d’aquest subgrup tan heterogeni i condicionar enfocs terapéutics absolutament
dispars entre les diferents parts d’aquesta fragmentacié. En general, es pot dir,
que, de moment, el tumor triple negatiu esta lligat conceptualment a mal
pronostic i a un ventall predictiu divers i, probablement també confas, per la
seva gran heterogenicitat, pendent de futures investigacions cliniques i
translacionals, entre d’altres, que ajudin a comprendre’l (GEICAM, 2010).
Encara que la majoria mostren expressio intrinseca de gens tipus basal-like i
marcadors immunohistoquimics basals (com soén I'expressi6 d'EGFR i de
citoqueratines basals CK5/6 i CK14), no s6n subtipus equivalents. Ja que se
sap que dins de la malaltia “triple negativa” es poden identificar tots els subtipus
intrinsecs moleculars de cancer de mama, amb predomini del subtipus basal-
like (66.1% versus el 9.1%, 3.2% i 1.6% de Her2, Luminal B i Luminal A,
respectivament) (Prat, 2015). A més, s’observa que un 71% de TNBC so6n
basal-like per expressié genica i només un 77% de basals son TNBC. Els
cancers de mama triple negatius que no expressen marcadors basals tenen
millor pronostic, mentre que la seva expressi0 s'associa a significatiu
escurcament de la supervivencia lliure de malaltia (Riccardi, 2015).

El cancer de mama triple negatiu s’observa més freqientment en dones afro-

americanes i es diagnostica en pacients joves (<50 anys).
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A nivell radiologic cal mencionar que els TNBC poden no visualitzar-se amb les
técniques mamografiques i ecografiques habituals, ja que sovint es presenten
com a troballes suggestives de benignitat (masses rodones o ovalades, de
marges ben definits i hipoecoiques, sense microcalcificacions associades) i pot
existir malaltia multifocal o multicéntrica amagada. Sent la técnica més precisa
pel seu diagnostic la ressonancia magnética que sempre mostra troballes
associades a malignitat (GEICAM, 2010).

A nivell morfologic, la majoria son carcinoma d’alt grau histologic (grau Il —
pobrament diferenciat de Nottingham), encara que s’ha descrit que al voltant
del 10% de casos sén de baix grau histologic (grau | — ben diferenciat de
Nottingham). No es pot oblidar, que encara que sovint son carcinomes ductals
infiltrants de tipus no especific d’alt grau, la seva heterogenicitat es troba
afavorida per la major prevalenca de subtipus histologics rars (com els
carcinomes metaplastics, medul-lars, adenoides quistics i apocrins, alguns
d’ells amb comportaments clinics molt diferents).

Hi ha discordanca en quan a la prevalenca de metastasis ganglionars en el
moment del diagnostic, ja que mentre alguns autors parlen de major
prevalenca, altres no troben diferéncies. En aquests tumors, la mida tumoral no
esta relacionada amb el nimero de metastasis ganglionars, a diferéncia del

gue succeeix en el resta de tipus de cancer de mama (GEICAM, 2010).

El TNBC té un pronostic desfavorable, ja que s’'associa a comportament
agressiu, escassa resposta a tractaments habituals (anti-hormonals i anti-Her),
nomes resposta parcialment efectiva a quimioterapia sistemica i frequent
progressié precog¢. En els casos amb tractament neoadjuvant previ, sovint
queda malaltia residual i aixd0 determina una pitjor supervivéncia, a diferencia
dels cancers de mama no triple negatius; ara, en un 20-30% de TNBC
s’aconsegueix una resposta patologica completa després de la quimioterapia,
mostrant aquests una millor evolucié posterior (Figura 15). Es ampliament
coneguda la seva frequent progressié/recurrencia amb metastasis a distancia,
per via hematogena, particularment viscerals (pulmo i cervell), entre el primer i

tercer any del diagnostic.
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Figura 15: Taula de resultats d’'una serie historia propia (de la Corporacié Sanitaria Parc Tauli,
Hospital Universitari, compresa entre la década de 1990 i 2000) de la valoracié del grau de
resposta Miller & Payne en cancers de mama amb quimioterapia neoadjuvant

Luminal-B Luminal-B

TN Luminal-A HER2 (+) (HER2+) (KiE7++) Total
Miller & Payne 1 2 2 3 2 2 1"
3,6% 3,3% 6,7% 6,9% 6,1% 5,0%
Miller & Payne 2 13 8 5 2 2 30
23,6% 13,3% 11,1% 6,9% 6,1% 13,5%
Miller & Payne 3 12 36 B 3 15 72
218% 60,0% 13,3% 10,3% 455% 324%
Miller & Payne 4 9 10 5 13 5 42
16,4% 16,7% 111% 44.8% 15,2% 18,9%
Miller & Payne 5 19 o Fas " 9 67
<« 34,5% B,7% 57,8% 31,0% w 30,2%
Total B &0 45 29 < 222

A nivell de tractament, mencionar que, des de fa més de 4 décades, el
tractament conservador forma part del tractament del cancer de mama en
estadi precog. Aquest tractament consisteix en I'exéresi del tumor primari i una
guantitat de teixit normal adjacent fins aconseguir uns marges lliures, amb o
sense disseccio axil-lar, i radioterapia posterior, per tal d’erradicar possibles
focus microscopics de tumor que puguin quedar i proporcionar altes taxes de
control local i supervivencia. Els TNBC son potencialment més quimiosensibles
gue els tumors de grups Luminals, perd per mecanismes gue es desconeixen,
molts s’escapen del control dels agents citostatics convencionals, donant lloc a
recaigudes més agressives i resistents i, per tant, a pitjor expectativa de

supervivencia.

La biologia molecular i la fisiopatologia del TNBC no es completament

coneguda, malgrat tot amb el pas del temps, la seva gran complexitat s’ha vist
parcialment aclarida amb els analisis d’expressio genica i microARNs, que han
permes coneixer diferents sensibilitats a terapeutiques concretes i han detectat
que habitualment, els TNBC son cancers que mostren a nivell molecular
agressivitat biologica, per la presencia d’algunes alteracions no exclusives,
entre les que hi ha la mutacio en linia germinal del gen BRCA1, mutacions en el
gen p53, absencia dexpressio de BCL2 i determinades alteracions
cromosomiques (Lara-Medina, 2013). Es per aix0, que es comenta que estudis

de microARNs han contribuit en la comprensio i subclassificacié dels TNBC,
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poden representar un facil biomarcador per a predir el prondstic i la resposta a
tractaments (D’lppoliot, 2013).

Un important repte clinic és intentar millor la supervivéncia d’aquest subtipus de
cancer de mama, ja que no respon a la terapia endocrina ni es coneixen altres
agents terapéutics especifics habituals disponibles, de manera que I'objectiu no
nomes es centrar I'atencié en trobar nous agents terapeutics, sind també en
identificar marcadors predictors de resposta/resistencia a tractament
quimioterapics estandards (Sharma, 2014). Aixi com, la identificacié de factors
i marcadors pronostics que permeten seleccionar les pacients de baix i alt risc,
per aproximar-se a les diferents terapeutiques i a les diferents respostes a

agents especifics en cada subtipus (Hudis, 2011).

Degut a I'heterogenicitat intrinseca dels cancer de mama triple negatiu,
existeixen diferents intents de subdivisié d’aquests tumors per discriminar el
seu comportament clinic. Amb el pas del temps s’han descrit diferents intents

de subclassificacié del cancer de mama triple negatiu, encara que alguns

semblen tenir més valor, no hi ha un acord en com dividir-los.

Perou al 2000 que divideix els TNBC a nivell molecular, segons els resultats de
patrons d’expressid genica de microarrays ADNc en: Basal-like (50%), Claudin-
low (30%) i la resta Luminal A, B i Her2 (20%), destacant aixi la disparitat

present entre els cancers triple negatius i basal-like (Perou, 2000) (Figura 16).

Figura 16: Proposta d’estratificacié del TNBC
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anti-androgen therapies? PARP inhibitors?

Anti-immune cell therapies?

Posteriorment, al 2011 Lehmann divideix els TNBC segons metanalisis de
microarrays en 6 subtipus amb diferents sensibilitats a tractaments
quimioterapics determinats: Basal-like 1 (BL-1), Basal-like 2 (BL-2),
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immunomodulador (IM), mesenquimal (M), mesenquimal stem-like (MSL)

luminal receptors androgens (LAR); sent aquesta classificacio una de les més

acceptades pero amb minimes equivalencies a nivell immunohistoquimic per

aproximar-s’hi (Lehmann, 2011; Lehmann ; 2014) (Figura 17).

Figura 17: Imatges de grafiques de combinacio de les diferents classificacions dels cancers de

mama en els grups descrits per Lehmann

BL1 BL2 IM M MSL LAR
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Aquests 6 subtipus (Figura 18) es diferencien per mostrar caracteristiques

biologiques Uniques, que s’acompanyen de diferents prondostics, descrits a

continuacio:
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BL1: relacionat amb el cicle cel-lular i 'expressié de gens responsables
del dany a I'ADN. Es un dels grups amb millor pronodstic i que
aconsegueix major taxa de resposta patologica completa.

BL2: es troba enriquit en senyals de factors de creixement i marcadors
mioepitelials. Tenen mal pronostic i son els que aconsegueixen la menor
resposta a tractaments neoadjuvants.

M i MSL: tenen elevada expressid de gens involucrats en transicio
epitelial-mesenquimal i la via de factors de creixement, encara que MSL
mostra disminucié de I'expressié de gens involucrats en proliferacié. Els
MSL tenen millor pronostic que els M.

IM: relacionat amb antigens immunes i gens involucrats amb la citosina i
via de transduccié de senyals immunes. Es el que té millor pronostic i
recentment, s’ha descrit la seva associacié amb infiltrat limfocitic tumoral
(TILS).
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Figura 18: Mapa de microarrays per la classificaci6 TNBC segons Lehmann.
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Al voltant del 2013, alguns autors intenten classificar-los segons determinats
estudis immunohistoquimics. Elsawaf divideixen els TNBC en 4 subgrups
(Basal A, Basal B, Basoluminal i Luminal) segons els resultats de determinades
tincions immunohistoquimiques (EGFR, ki67, CK5/6, CK7, CK19, vimentina,
pl6, p53, CD117 i WT1) (Elsawaf, 2013).
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Aixi com, també es proposa si I'index proliferatiu de Ki67, com a factor predictor
de recurréncia, pot ajudar a subclassificar els TNBC en dos grups amb diferent
resposta al tractament i pronostic. Les tincions de CK5/6 i EGFR ajuden a
definir el subtipus basal-like i reflecteixen la supervivencia. La tincié de p53 és
un marcador de basal-like i la sobreexpressié s'associa amb recurréncia local
(Zhang, 2013) (Figura 19).

Figura 19: Imatges microscopicas d’hematoxilina-eosina i immuohistoquimiques utilitzades per a
classificar els TNBC
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A: Carcinoma medul-lar classica, B: Carcinoma medul-lar amb infiltrat limfocitic; C: Carcinoma medul-lar amb ceél-lules
grans; D: Receptors d’estrogens negatius; E: Receptors de progesterona negatius; F: Her2 negatiu; G: CK5/6 positiva;
H: index proliferatiu de Ki67 alt; I: P53 postiiva.

Una de les ultimes classificacions descrites es troba basada en analisis de
transcriptomica i és la de Lehmann/Pietenpol (Liu, 2016), que partint de la
classificacié dels TNBC per Lehmann segons l'expressié d’ARN missatger
(ARNm) en 6 grups, s'interactuen els resultats amb ARNInc (long noncoding
ARN), per obtenir 4 grups de possible classificacié de TNBC (Figura 20).
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Figura 20: Mapa dels diferents perfils d’expressio ARN dels 4 grups
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Cluster A o subtipus immunomodulador: via que afecta el procés de
cél-lules immunes (senyal de citosines, cél-lules immune, presentacio
d’antigens, entre altres). Pot respondre a terapies immunologiques.
Cluster B o subtipus luminal de receptors d’androgens: via que afecta la
regulacié hormonal. Pot respondre a terapies anti-androgéniques i a la
tradicional anti-estrogénica.

Cluster C o subtipus mesenquimal-like: via relacionada amb la interaccié
de receptor de la matriu extacel-lular, d’adhesié i factors de creixement i
transformacié (amb baixos nivells dels gens que intervenen en la
proliferacio i divisio cel-lular).

Cluster D o subtipus basal-like i immuno-supressor: via relacionada amb
la divisio cel-lular i el cicle cel-lular (associats a la proliferacio, no amb la
resposta immune ni els complements d’activacid, que es troben
disminuits). Mencionar que els dos grups basal-like de Lehmann queden

inclosos en un Unic grup; sent aquest grup el de pitjor pronostic.
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Un concepte emergent és linfiltrat limfocitic tumoral (TILS), que s’ha reportat

associat a millor supervivéncia especialment en el cancer de mama triple
negatiu, degut sobretot a la sovint presencia de limfocits en la proximitat
tumoral. D’aqui que es descriu la possible utilitat dels TILs com a factor
pronostic, predictiu i marcador de malaltia residual en TNBC (Garcia-Tejido,
2016).

TILs com a factor pronostic de millor supervivencia en cancers sense
tractament, ja sigui a nivell global, lliure de metastasis i per disminucié del risc
de recurréncia a distancia (diferents estudis parlen d’'una reducci6 del 15-20%
de recurréncia i mortalitat quan els tumors tenen més d’'un 10% de TILS).

TILs com a factor predictor de millor resposta patologica completa amb
quimioterapia neoadjuvant, perque la quimioterapia facilita la resposta immune
antitumoral (al disminuir la carga tumoral i modificar el microambient o al induir
la mort cel-lular, entre altres).

TILs com a marcador de malaltia residual, perque l'increment de TILs en el
tumor residual post-quimioterapia €s un indicador de bon pronostic, associat a
augment del temps lliure de metastasis i supervivéncia global.

S’ha vist que el TNBC és el cancer de mama que més s’'associa a la presencia
de TILs, aixi com a la preséncia dagregats limfoide, que prediuen la
supervivéncia i la resposta a tractaments estandards, poden ser el primer
biomarcador predictor de resposta a terapies immunes. Per aix0, la importancia
del subtipus “immunomodulador” caracteritzat per I'elevada expressié de gens
involucrats en els antigens i funcions de les cél-lules T, plantejant el possible
tractament amb immunoterapia.

L’expressié de la proteina PD-L1 (proteina del lloc de control del sistema
iImmune, la qual es correlaciona amb el microambient tumoral i amb alts nivells
de TILs) en cancers de mama s’ha observat entre un 15,8 i un 30% (fins un 55-
60% per ARNmM microarrays), sent molt coma en els TNBC observant-se la
seva expressio en les cél-lules tumorals a nivell de membrana en un 64%,

citoplasmatic en un 80% i a I'estroma en un 93%.
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Afegit als intents de subclassificacio dels TNBC amb resultats no del tot
concluents, es passa a buscar possibles marcadors immunohistoquimics o
alteracions moleculars que puguin ajudar a coneixer el comportament biologic

de cadascun dels tumors. A la literatura es descriuen diversos biomarcadors

possibles, que encara que no sbon exclusius es presenten amb elevada
prevalenca, entre els quals hi ha les vies de 'EGFR, el PIK3CA i el BRCAL, en

les quals ens centrarem a continuacio.

EGER

L'EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) és un gen que es localitza en el
bra¢ curt (p) del cromosoma 7 en la banda 12 (7pl12), pertany a la familia dels
receptors tirosina cinasa transmembrana tipus |, que té un pes molecular de
170 kDa i esta format per quatre dominis: un intracel-lular, un de curt
transmembrana, un juxtamembrana i un extramembrana, que té el lligant
activador de l'activitat tirosina cinasa (existeixen varis tipus de lligants, factors
de creixement, que es poden unir i activar la cascada) (Figura 21); tot aixo
provoca la fosforilacié del residu tirosina cinasa; que desencadena una cascada
de senyals amb substrats intracel-lulars (Lv, 2011).

Figura 21: Esquema del receptor de tirosina cinasa EGFR
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Aquest receptor de la tirosina cinasa té un paper important en el transport de

senyals extracel-lulars, des de la superficie cel-lular cap a linterior de la
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cel-lula, intervenint en processos crucials (com la proliferacié cel-lular,
diferenciacié, migracié i apoptosi). La desregulacid de I'expressié d’aquest
receptor pot desencadenar aberracions en la homeostasis del procés cel-lular,
resultant en la transformacié maligne de les cél-lules, tenint aixi un paper

central en el creixement i progressio del cancer (Teng, 2011).

S’ha observat que una fraccié considerable de cancers de mama triple negatius
i/o basal-like mostren desregulacié de la via EGFR (entre un 40-70%), ja sigui
per I'expressiéo immunohistoquimica d’EGFR, per I'elevacio dels nivells d’ARN
missatger (ARNm) d’EGFR i/o I'activacié de la via EGFR, observada en estudis
de microarrays d’expressié génica, tots aquests correlacionant-se amb mal
pronostic i poca supervivencia lliure de malaltia. Per aguest motiu, es proposa
si les terapies anti-EGFR (anticossos contra el receptor “cetuximab” o inhibidors
de la tirosin cinasa “gefitinib” o “erlotinib”) serien efectives en aquest subgrup
de pacients amb TNBC, similar a la resposta observada en el cancer de pulmé
no cel-lula petita o metastatic de colon. Malgrat aixo, la resposta a terapies anti-
EGFR no depenen de I'expressio immunohistoquimica, sind de la presencia de
la mutacié activada (delecié exd 19, substitucié L858R exd 21 o rarament,
mutacié exd 18), la qual prediu resposta al tractament amb “gefitinib” o
“erlotinib” (Jacot, 2011; Teng, 2011).

Malgrat s’ha observat que no existeix correlacio entre I'expressio
immunohistoquimica i la presencia de mutacio activada, en alguns articles de la
literatura, es descriu la correlacié entre la sobreexpressié immunohistoquimica
d’EGFR i 'amplificacié d’aquest, sense associar-se a presencia de mutacions
(Bhargava, 2005).

Existeixen estudis discordants de troballa 0 no de mutacions del gen EGFR en
cancer de mama triple negatiu, sobretot entre poblacions d’Asia de I'est (Teng,
2011) i europees (Jacot, 2011), on troben fins a un 11.4% de casos amb
mutacions potencialment patogeniques (incloent delecions o inversions en I'exd
19 i substitucions missense en lI'exd 21) versus taxa nul-la de mutacions
d’EGFR, respectivament.

Altres estudis publicats préviament, semblen recolzar I'absencia de mutacions
d'EGFR en tumors de mama esporadics i/o triples negatius. Comenten
'abséncia de mutacions d'EGFR en 11 tumors de mama esporadics amb
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amplificaci6 I’EGFR (Bhargava, 2005) ; o absencia de mutacions d’'EGFR en
42 tumors de mama esporadics (Generali, 2007); o absencia de mutacions
dEGFR en 58 cancers de mama triple negatiu de pacients japoneses
(Toyama, 2008).

Aquesta freqiencia de mutacions activadores d’EGFR mostra variacions
geografiques i étniques, que suggereixen la possibilitat d’existir factors
carcinogenics ambientals especifics.

Malgrat sovint es troba immunohistoquimicament una sobreexpressio d’EGFR,
en un 76% de casos de cancers de mama triple negatius amb caracteristiques
basal-like, no s'‘observa correlaci6 significativa entre I'expressio
immunohistoquimica de la proteina d’EGFR i la preséncia de mutacions en el
gen EGFR. Comenten que l'amplificaci6 del gen EGFR mai es detecta en
pacients menors de 50 anys, per aixo, diuen que nomeés es beneficiarien del
tractament anti-EGFR una petita fracci6 de cancer de mama triple negatius
amb perfil basal-like majors de 50 anys (només 13% mostren el perfil molecular
adequat de FISH EGFR+, IHQ PTEN+, EGFR-downstream wt) (Martin, 2012).
La troballa d’aberracions genétiques en la via dels receptors de tirosin-
cinasa/RAS/MAPK sén molt rares en els TNBC. Mencionant que no es troben
mutacions en EGFR, RAS ni BRAF; només es detecta polisomia del
cromosoma 7 (EGFR localitzat a regié 7p12) en un 8% de casos per FISH i que
I'amplificacié del gen EGFR acompanyada de forta expressido de membrana de
la proteina EGFR nomeés s’observa en un dels casos de la serie de Grobe et al
(Grob, 2012).

L’estudi de I'estat d’EGFR pot ser util en TNBC, pero la manca d’acord en els
assaigs estandarditzats i la manca d’un “cutt off” de nivells d’expressio respecte

el pronostic, limiten la seva utilitzacié (Hudis, 2011).

PIK3SCA

PIK3CA “phosphatidylinositol 3’-kinase” forma part d’'una subunitat catalitica de
la cinasa que regula la via dels receptors de factors de creixement epidérmic i
es troba mutat en un gran ventall de tumors, inclosos colon, ovari, mama,

cervell, fetge i leucémies. Se sap que el gen PIK3CA s’encarrega de codificar la
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subunitat catalitica p110a de la cinasa 3 fosfatidilinositol (PI3K), de manera que
les mutacions activadores d’aquest gen resulten en un guany de la seva funcio i
transformacié oncogenica, causant una sobre-regulacio de la senyal de la via
AKT. Sent aixi, la mutacié un esdeveniment preco¢ en el cancer de mama i que
sovint té un paper més important en la iniciacid tumoral que en la progressiva
invasié, podent marcar una possible diana terapeutica i ser un important factor
pronostic (Baker, 2012).

L'alteracié en la via de senyalitzacié de PISK/AKT és la més recurrent en el
cancer de mama, oscil-lant al voltant de 35%, 23% i entre 5%-13.2% en
cancers de mama receptors hormonals positius, Her2 positius i triple negatius,
respectivament (Cossu-Rocca, 2015) . S’han descrit les mutacions del gen
PIK3CA fins en un 10.2% de TNBC, després de I'esdeveniment clonal més
frequent de la mutacié TP53 en un 62% (Lehmann ,, 2014).

Al voltant del 80% de les mutacions somatiques del gen PIK3CA succeeixen en
tres “hotspot”: dos situats en I'exd 9 en un domini hélix (codons E542K i E545K)

i una en I'ex6 20 en un domini cinasa (codo H1047R) (Figura 22).

Figura 22: Localitzacio dels “hotspot” del gen PIK3CA (www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic)
Number of tumors with the indicated mutation
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Encara que alguns estudis relacionen l'estat mutacional de PIK3CA amb
marcadors de bon pronostic i millora significativa de la supervivencia en cancer
de mama, altres diuen que no s’observa un efecte significatiu i altres diuen que

les mutacions en I'ex6 9 sén independents de I'associacié amb la recurréncia o
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mort (Barbareschi, 2007) , mentre que les mutacions en I'exd 20 s’associen a
millor pronostic (Cizkova, 2012).

La preséncia d'un pseudogén en el cromosoma 22, que té una seqiéncia
homologa en més del 95% amb I'exd 9 interfereix en la deteccido de les
mutacions en els dominis hélix, especialment, en el triplet GAG del codd 545
pel triplet GCG del pseudogeén, i per la igualtat de sequéncies en el cod6 542
entre el gen i el pseudogén. Es per aix0, que €s necessari dissenyar dos
primers (cebadors) de sequenciaci6 amb extrem 3’ diferent en dos parells de
bases per tal d’amplificar el gen o pseudogen (Baker, 2012).

Es comenta I'existéncia d’'una possible relacié dels TNBC entre la mutacio del
gen PIK3CA i I'expressio de receptors d’androgens (aproximadament el 10-
20% TNBC expressen RA), ja que s’ha vist que la terapia genetica o
farmacologica dels receptors d’androgens en les cel-lules que I'expressen
incrementa 'augment de l'activitat inhibidora dels inhibidors de PI3K, indicant
aixi un millor pronostic (I'expressié de RA s’ha descrita en un 25-35% de TNBC,
indicant un millor pronostic) (Zhan, 2015). Les mutacions de PIK3CA en els
TNBC es troben més freqientment en casos de RA+ (40%) versus RA- (4%),
sobretot en el domini cinasa (ex6 20). Per tot aix0, que es planteja si la
combinacié d’antagonistes dels receptors d’androgens (com “bicalutmide”) i
inhibidors PI3K tenen un efecte additiu o sinergic en el creixement de les
cel-lules dels TNBC RA+ (Lehmann ,, 2014).

Mencionar que el receptor d’androgens (RA) és un membre de la familia dels
receptors de les hormones esteroides, que s’expressa fins en un 70% dels
cancers de mama, i podria estar implicar en el procés de la patogenesis.
L’expressié de RA podria ser especialment interessant com a diana potencial
en els TNBC, en els que no es pot plantejar cap tractament hormonal
estandard. Es especialment rellevant I'aportacié de Gonzalez Angulo en el que
es descriu una major probabilitat d’expressio de RA en aquells TNBC amb
PIK3CA mutat, respecte els casos PIK3CA wild-type, fet que podria suposar

una diana potencial molt selectiva en un subgrup de pacients (GEICAM, 2010).
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BRCA1

BRCA1 és un gen que es localitza al brag llarg (q) del cromosoma 17 a la
posicid 21 (Figura 23). Es tracta d'un gen supressor de tumors, de manera que
'expressio de la proteina BRCAL controla i regula el creixement i la divisio
cel-lular.

BRCAL juga un paper vital en la reparacio de I'ADN per la recombinacio
homologa, de manera que la manca de funcié del BRCA1/2 en les cél-lules no
permet la reparacié del trencament de ’ADN de doble cadena, augmentant aixi
el risc de cancer (Yadav, 2015).

Figura 23: Imatge-esquema del cromosoma 17, on es troba situat el gen BRCA
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Les mutacions en el gen BRCAL es troben en aproximadament un 45% de
families amb amb alta incidencia de cancer de mama i fins al 80% de families
amb alta incidencia de coexisténcia de cancer de mama i ovari (Bal, 2012).

No s’observa evidencia de mutacié del gen BRCAL en els cancers de mama
esporadics. Perd s’ha demostrat que la desregulacié dels nivells d’ARN
missatger de BRCAL i la metilacié de la seva regié promotora tenen un paper
potencial en la progressio dels cancers de mama esporadics, ja que actuen
com a fendmens precocos de la tumorigenesi, associant-se a la silenciacio dels
gens supressors de tumor. De manera, que els baixos nivells d’expressio de la
proteina BRCA1, deguts a mecanismes epigenetics de “down-regulation”, com
la metilaci6 del promotor o la silenciacié transcripcional, mostren una
associacio significativa amb l'adquisicié de capacitat metastatica dels cancers
de mama esporadics amb fenotip basal (Reis-Filho, 2008).

Per tant, la inactivacio del gen BRCAL pot ser deguda, per una banda, a
mutaci0 somatica i imbalanc al-lélic, que no s’ha observat en cancers

esporadics; o per una altra banda, a un mecanisme d’inactivacio epigenetica
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del gen supressor de tumor a través d’'una metilacié aberrant addicional de
regions riques en illes CpG (hipermetilaci6 de les illes CpG de la regid
promotora). Aquesta hipermetilacié del promotor del gen BRCA1 s’associa a
una inactivacio del gen, que actua de forma similar als casos de BRCA1 mutats
en linia germinal.

Es per aix0, que es coneixen l'existencia de similituds histologiques i
fenotipiques entre el cancer de mama triple negatiu i cancer de mama
hereditari, associat a mutacions germinals del gen BRCAL, creant-se aixi el
concepte de “BRCAnNess” que s’acostuma a associar a manca d’expressio de
receptors hormonals, Her2 negatiu, subtipus medul-lar i mucinds, amplificacio
de MYC i similituds globals en els perfils d’expressiéo geénica (Ibragimova,
2011).

De manera, que es considera que la disfuncionalitat del gen BRCAL pot jugar
un paper potencial en dos sentits en els cancers de mama triple negatius, per
una banda com a diana terapéutica, i per altra, com a marcador pronostic de
resposta a determinades terapies (Sharma, 2014).

Degut a aquests fenomens d’alteracions relacionades amb el gen BRCA, varis
patrons de metilacié6 de 'ADN s’han proposat com a potencials marcadors i
possibles futures dianes terapéutiques pels assaigs clinics, entre ells la
possibilitat d’utilitzacié dels inhibidors de PARP1 (polimerasa-1 poliADP-ribosa)
0 quimioterapies basades en agents que danyen 'ADN (com els platins), que
s’han descrit que son sensibles en cancers de mama amb hipermetilacio del
BRCAL i en els tumors amb fenotip BRCAness, igual que passa en els casos
de cancers de mama amb BRCAL1 mutats, on s’observa una major resposta
tumoral (Cai, 2013), ja que danya un dels bracos de 'ADN que no es pot
reparar per la recombinacié homologa degut a la preséncia d’'una disfuncié del
gen BRCA, provocant aixi un efecte sinergic (Yadav, 2015).

En la literatura s’han descrit diferents percentatges d’hipermetilacié del
promotor del gen BRCA1 en cancer de mama, alguns dels quals han intentat
relacionar aquestes troballes amb altres caracteristiques.

S’observa que la hipermetilacié del promotor del gen BRCAL és present en el
17,04 % de casos de cancer de mama esporadics i, que aquests pacients

mostren un estat clinic favorable amb tumors meés petits, sense mutacio en el
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gen TP53 i sén de tipus lobel-lar, associant-se deébilment a una millor
supervivéencia (Krasteva, 2012 ).

També s’ha descrit la presencia d’hipermetilacié del promotor del gen BRCAL
en un 24% de cancers de mama esporadics, alguns dels quals coexpressant
certa positivitat immunohistoquimica per a BRCAL, en un 90% dels cancers
amb receptors d’estrogens negatius, en un 36% dels cancers amb expressio de
marcadors basals i en un 35% dels cancers triple negatius estudiats (Bal,
2012).

Es troba que carcinomes d’alt grau s’associen a perdua progressiva d’expressio
de BRCAL,; aixi com s’observa associacio significativa entre I'expressio nuclear
de BRCAL1 i proporci6 de carcinomes medul-lars, medul-lars atipics i
carcinomes d’alt grau (Lambie, 2003).

També, s’ha arribat a la conclusi6 que els casos TNBC tractats amb
quimioterapies habituals “antraciclines+/-taxans”, en els quals es demostra
hipermetilacio del promotor del gen BRCAL, tenen pitjor resposta (aguests
resultats permeten identificar la preséncia d’hipermetilaci6 com un possible
indicador de mal pronostic a tractaments quimioterapics estandards). No es
coneix un motiu real del pitjor pronostic, perd es plantegen potencials
explicacions per les quals la inactivacio epigenetica del BRCA1 en els TNBC
esporadics es manifesta intrinsecament en tumors meés agressiu i invasius, ja
que inclouen mecanismes d’'increment del creixement, d’expansié de cel-lules
progenitores/stem, d’activacid de I'expressid de gens pro-invasius i de la
reducci6 de la sensibilitat a terapies com la quimioterapia estandard.
Preguntant aixi, ja que sabem que els cancers de mama amb mutacié germinal
del BRCAL s’associen a major sensibilitat a agents de platins, si és possible
que els casos de cancer de mama esporadics amb hipermetilacié es
beneficiarien millor de terapies amb components de platins i/o inhibidors PARP
(Sharma, 2014).

ALTRES

En la ultima década la introduccié de tecnologies moleculars d'alt rendiment

han permes explorar I'arquitectura genomica dels cancers i ens estan mostrant
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la malaltia amb una resolucié d’'imatge espectacular. Entre elles les tecnologies
gue mesuren lI'expressid de multiples gens (les técniques de sequenciacio
massiva) han impactat molt significativament en els treballadors de I'ambit
sanitari permeten aixi comencar a entendre la heterogenicitat de la malaltia. De
manera que la informacié que aporta l'estudi de I'expressié genica ja ha
demostrat tenir utilitat clinica, i ja es disposen d’alguns test comercialitzats, els
resultats dels quals, ajuden a prendre decisions terapéutiques i a coneixer el
pronostic de la malaltia.

Actualment, quan es parlen d’estudi mutacionals, no es poden oblidar les
tecniques de sequenciacié massiva en cancer, com pot ser el de mama, que
mostren una gran variabilitat en els resultats sense troballes significatives, en
especial en el subtipus triple negatiu/basal-like, on s’observen un gran ventall
de mutacions somatiques, de les quals només unes poques sén mutacions
recurrents i amb frequencia significativa (s’observen mutacions en els gens
PIK3CA, TP53, GATA3 i MLL3) (Shah, 2012) (Figura 24).

Figura 24: Resultats de les técniques de sequienciacié massiva en cancer de mama
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Son excepcionals les troballes de mutacions en els gens KRAS, NRAS o
BRAF. Destacant només la troballa de mutacions en el gen TP53, de fins un
31,4% en cancers de mama triple negatius (Kim, 2013), del qual avui dia
encara no se’n coneix tractament especific.

La comprensié molecular de les caracteristiques del cancer de mama amb el

projecte de I'atles genomic del cancer (TCGA) ha confirmat que entre tots els
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subtipus intrinsecs, el Basal-like és el més divers; predominant en noies joves,
associant-se a mutacions de BRCAL i sent una malaltia molt agressiva.

Per tant, la pregunta de com es pot diferenciar el cancer de mama Basal-like
de la resta de subtipus? Es pot explicar per dos estudis, per una banda el
subtipus Basal-like a nivell molecular per PAM50 es considera més proper als
cancers colorectals i d’ovari, i fins en més d’'un 70% al carcinoma escamos de
pulmd, que no pas als subtipus luminals de cancer de mama (Figura 25). Per
altra banda, el cancer de mama Basal-like es una entitat Gnica i diferent de la
resta de subtipus de cancer de mama, per la seva gran heterogenicitat
biologica.

Figura 25: Imatges d’estudis moleculars on es localitza el carcinoma de mama tipus basal més
proper a cancers colorectals, d’ovari 0 escamosos de pulmdé que luminals de mama
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En estudis in vivo preclinics es comenta que en l'origen de la glandula mamaria
existeixen dos tipus de cel-lules molt diferents, una que es transforma i déna
els tipus Basal-like i una altra que en transformar-se déna els subtipus no
Basal-like (Prat, 2013; Prat, 2015).

Tal i com s’ha anat descrivint, els tumors de mama en humans tenen una gran

diversitat en la historia natural i les seves respostes a tractaments,
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probablement influenciat per la gran diversitat biologica de les cel-lules i els

tumors.

Malgrat els grans avencos en el coneixement del cancer de mama en els
darrers anys, s’ha de ser conscients que el maneig actual es troba entre dos
mons molt dispersos: el mén “antic”, on es segueix classificant el cancer de
mama en grups basats en caracteristigues morfologiques de les cél-lules
malignes i els resultats de determinats estudis immunohistoquimics; i un mon
“nou” amb un sense fi de dades genomiques que classifiqguen aquesta malaltia
de mil maneres. Ara bé, no es pot oblidar que encara queda molt de cami per
endavant per esbrinar I'evolucié de la malaltia en cada pacient i en especial en

el cancer de mama triple negatiu.
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HIPOTESI DE TREBALL

El cancer de mama denominat “tipus triple negatiu” comparteix alteracions
patogeniques amb diferents oncogens, en concret EGFR i PIK3CA, i
alteracions epigenetiques del gen BRCAL, susceptibles de ser detectades
mitjancant técniques de biologia molecular i que poden eventualment derivar en
diferents estrategies terapeutiques en pacients amb aquest tipus de malaltia

neoplasica.
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PRINCIPAL

» Determinar el perfil mutacional ’EGFR i PIK3CA i I'estudi de metilacio
del promotor del gen BRCAL1 amb técniques de piroseqglenciacio, en una

cohort retrospectiva de pacients amb cancer de mama tipus triple negatiu.

SECUNDARIS

> Relacionar els perfils mutacionals i d’hipermetilaci6 amb variables

histopatologiques convencionals.

» Relacionar els perfils mutacionals i d’hipermetilaci6 amb biomarcadors
immunohistoquimics de cél-lula basal i receptors hormonals androgenics

definits en aquest tipus de neoplasia.

» Relacionar els resultats obtinguts amb variables cliniques i evolutives.
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METODOLOGIA

AMBIT DE L’'ESTUDI

Secci6 de Patologia Molecular, integrada dins del servei d’Anatomia Patologia

de la Corporacio Sanitaria Parc Tauli, Hospital Universitari, de Sabadell.

DISSENY DE L'ESTUDI

Estudi observacional, descriptiu i retrospectiu, des de gener del 2006 a
desembre de 2011, que inclou 60 casos (blocs de parafina) pertanyents a 60
pacients, que compleixen criteris de cancer de mama tipus triple negatiu
(TNBC), definit pels estudis immunohistoquimics d’'absencia d’expressiéo de

receptors d’estrogens, receptors de progesterona i d’'Her-2/neu.

PROCEDIMENT

El procediment de l'estudi consta de quatre grans parts, una basada en la
recopilaci6 de dades cliniques, una basada amb la revisi6 de les
caracteristiques histologiques i dues més basades en la realitzacié d’estudis

immunohistoquimics i moleculars complementaris.

RECOPILACIO DE DADES

La recopilacié de dades consisteix en conéixer determinada informacié de les
60 pacients de la cohort i consta de dues grans parts, la diagnostica i la de

seguiment.

La part diagnostica consisteix en coneixer tota una série de dades relacionades
amb el moment del diagnostic i del tractament a seguir de la neoplasia. Inclou
saber I'edat de la pacient en el moment del diagnostic del cancer de mama, la

mama afectada i el tipus de cirurgia, local i axil-lar, realitzada.
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La part del seguiment consisteix en la revisié continuada de la historia clinica
de les pacients de la cohort, per a conéixer I'evolucié dels carcinomes, és a dir,
la seva superviveéncia, possibles recidives/recaigudes, aparicions de metastasis
I possibles morts. Sense oblidar la revisio de possibles antecedents neoplasics
mamaris i el coneixement, en els casos en que s’hagi realitzat, del resultat de

I'estudi genetic del gen BRCA de les pacients.

REVISIO DE LES CARACTERISTIQUES HISTOLOGIQUES

La revisio histologica consisteix en la revisio de la descripcid macroscopica i
microscopica dels informes anatomopatologics dels 60 tumors, junt amb
I'analisi microscopic de les laminetes tumorals tenyides amb Hematoxilina-
Eosina, per a conéixer les dades histologiques convencionals, com sén el tipus
histologic, el grau de diferenciacié tumoral (Bloom and Richardson, després
modificat per Elston and Ellis), la presencia o I'absencia de necrosi i en quina
quantitat, la preséncia o Il'abséncia d’imatges d’invasido angiolimfatica i

perineural, I'afectacié ganglionar i I'estadiatge oncologic patologic (pTNM).

REALITZACIO D’ESTUDIS IMMUNOHISTOQUIMICS

Els estudis immunohistoquimics realitzats son de receptors d’estrogens (RE),
receptors de progesterona (RPG), receptor 2 del factor de creixement
epidermic huma (Her-2/neu), index proliferatiu de Ki-67, Citoqueratina 5/6
(CK5/6), receptor del factor de creixement epidermic (EGFR) i receptors
d’androgens (RA).

Per a dur a terme tots aquestes estudis s’han utilitzat blocs de parafina que
contenen teixit tumoral fixat en formol al 10%, dels quals s’ha realitza una
primera secci0 de 4 micrometres (Um) de gruix, que és tenyida amb

Hematoxilina-Eosina per a coneixer la regié tumoral a valorar
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Reactius dels estudis immunohistoquimics:

Anticossos monoclonals utilitzats (Taula 2)

Anticos

Taula 2: Caracteristiques dels anticossos (AC) immunohistoquimcs utilitzats

Casa Temps
comercial Clona Codi mcubaqo d AC
primari
DAKO SP1 IR084 15 minuts

DAKO PRED IRO68 20 minuts
DAKO SK001 Kit Hercceptest 30 minuts
Menarini

NCL K|67- MM1 35178 25 minuts

CK5/6 DAKO D5/16B4 IR780 20 minuts
EGFR LEICA EGFR.25 RTU-EGFR-384 15 minuts

DAKO AR441 M3562 20 minuts

Protocol dels estudis immunohistoguimics:

a.

Seleccionar el bloc de teixit que conté tumor per a valorar I'expressio
immunohistoquimica dels diferents anticossos estudiats en les
cel-lules tumorals.

Realitzar una seccio de 4 ym de gruix del bloc de parafina sobre una
lamineta pretractada amb sialidina, per a cada un dels anticossos a
estudiar.

Desparafinar el teixit per teécniques rutinaries: estufar a 65°C durant
30 minuts; després passar-ho per tres solucions de xilol, durant 5
minuts en cada una; posteriorment hidratar-ho en solucions
d’alcohols decreixents (100%, 96%, 80% i 50%), durant 5 minuts en
cada una; seguidament deixar-ho en un recipient amb aigua
destil-lada durant 30 minuts; i per Ultim rentar amb tres banys de
PBS, durant 5 minuts cada un.

. Desemmascarament antigenic (per destruir les wunions del

formaldehid) incubant en citrat a pH 6.0 durant 3 minuts a 95-99°C.
Refredament durant 20 minuts.
Tractament amb pepsina.

Incubar amb 3% H»O, durant 5 minuts.
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h. Tincio propiament d'immunohistoquimica:

a. Incubar amb I'anticos primari durant el temps predeterminat,
utilitzant I'equip “Autostainer de Dako” que detecta a través de
la reaccié de peroxidasa EnVisionTM-Dual Link kit (Dako.
Envision Plus Detection Kit; Carpinteria, CA. USA).

b. Contratenyir amb Hematoxilina.

c. Muntar amb el cobreobjectes.

L’estudi de I'anticos d’EGFR s’ha dut a terme mitjancant la maquina “BondMAX

de Leyca”, on el procediment de tincié immunohistoquimica és diferent des de

I'apart “c”, encara que la base de la técnica és la mateixa.

Un cop les laminites estan desparafinades s’introdueixen a l'autotenyidor

d’'immunohistoquimica “BondMax” i comenca el segiient proces:

a.
b.
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Desparafinacié amb solucié Bond Dewax durant 30 minuts a 72°C.
Rentat amb solucio buffer Bond Wash durant 5 minuts a temperatura
ambient.

Recuperacid antigenica amb solucié Bond Epitope Retrieval 1 a pH6
durant 20 minuts a 100°C.

Blogueig amb la peroxidasa endogena durant 5 minuts a temperatura
ambient.

Incubaciéo amb I'anticos monoclonal de ratoli EGFR durant 15 minuts
a temperatura ambient.

Incubacio amb Post-Primary de conill anti-ratoli durant 8 minuts a
temperatura ambient.

Rentat amb solucié buffer Bond Wash durant 6 minuts a temperatura
ambient.

Aplicacié del polimer anti-conill durant 6 minuts a temperatura
ambient.

Rentat amb soluci6 buffer Bond Wash durant 6 minuts a temperatura
ambient.

Rentats amb aigua destil-lada.

Aplicaci6 de la soluci6 de diaminobenzidina amb substrat de
cromogen durant 10 minuts a temperatura ambient.

Rentats amb aigua destil-lada.
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m. Contratinci6 amb Hematoxilina durant 5 minuts a temperatura
ambient.

Rentat amb aigua destil-lada.

Rentat amb solucio buffer Bond Wash.

Rentat amb aigua destil-lada.

2 T O 3

Retirar les laminetes de l'autotenyidor d’immunohistoquimica i es
procedeix al muntatge amb deshidrataci6 amb alcohol absolut durant
10 minuts, seguit de submersié amb xilol durant 10 minuts, aplicacio

de DPX i afegir el cobreobjectes.

- Valoracié dels resultat immunohistoquimics:

S’obté una lamineta que conté una seccidé de teixit amb cel-lules tumorals
tenyides de color blau (tincié negativa) i marro¢ (tincio positiva). La interpretacio
d’aquest resultats es realitzada per un patoleg, on valora la preséncia/absencia
de tincié nuclear/citoplasmatica/de membrana en el teixit tumoral, depenent de
cada anticos, sempre amb presencia de control intern positiu en el teixit mamari

peritumoral o en teixit extern present en la mateixa lamineta.

Es considera per a cada anticos:

- Receptors hormonals d’estrogens i progesterona, s'interpreten seguint

les recomanacions de les guies americanes (2010 ASCO/CAP
guidelines) (Hammond, 2010), on es determina el percentatge de
positivitat en 100 cel-lules valorades en camps de gran augment:
o Negatius: expressié nuclear menor o igual a un 1% de les
cel-lules tumorals.
o Positius: expressio nuclear major a un 1% de les cel-lules

tumorals (concretant percentatge i intensitat).

- Her2/neu, <s’interpreta seguint les recomanacions de les guies
americanes (Wolff, 2007) :
o Negatiu (score 0): abséncia de tincio de membrana o casi

imperceptible.
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o Negatiu (score 1+): tinci6 de membrana debil i incompleta en
menys d’'un 10% de les cél-lules tumorals.

o Borderline (score 2+): tinci6 de membrana debil i completa entre
un 10-30% de les cel-lules tumorals.

o Positiu (score 3+): tinci6 de membrana moderada-marcada i

completa major d’'un 30% de les cél-lules tumorals.

L’index proliferatiu de Ki67 consisteix en valorar el contatge de nuclis
positius en 100 cel-lules tumorals observades en camps de gran
augment (magnificacions de 400x), seguint la guia proposada al
Consens Internacional d’Experts de St. Gallen 2015 (Goldhirsch, 2015)
es considera:

0 Baix: < 5% de les cel-lules tumorals.

o Mig: entre el 5i < 14% de les cél-lules tumorals.

0 Alt: = 14% de les cel-lules tumorals.

Citoqueratina 5/6 s’han tingut en compte dos resultats, com es descriu

en (Riccardi, 2015):

o Divisié dicotomica segons un cutt off de positivitat:

» Negatiu: qualsevol positivitat en <5% de les cél-lules
neoplasiques.

» Positiu: qualsevol positivitat en >5% de les cél-lules
neoplasiques.

o Valorant la positivitat citoplasmatica en les cel-lules neoplasiques,
dividint els resultats en quatre grups segons el percentatge i
intensitat de cel-lules tumorals positives

= 0O: abséncia total de tincio.

» l-negativa: tincié citoplasmatica debil en < 10% de les
cel-lules neoplasiques.

= 2-moderada: tincioé citoplasmatica debil o moderada entre
un 10-50 % de les cel-lules neoplasiques.

» 3-marcada: tinci6 moderada o marcada en > 50% de les

cel-lules neoplasiques.
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- Pel receptor del factor de creixement epidérmic no existeixen criteris
establerts per a la valoracié dels resultats immunohistoquimics de la
tinci6 dEGFR en cancer de mama, de manera que hem valorat la
immunoreactivitat de membrana en quatre grups similars als utilitzats en
la valoracid immunohistoquimica d’'Her-2, tal i com descriuen alguns
autors (Arnes, 2009; Viale, 2009; Toyama, 2008; Bhargava, 2005)

o O (negatiu): abséncia de tinci6 de membrana en les cél-lules
neoplasiques.
o 1+ (negatiu): tinci6 de membrana incompleta i debil en les
cel-lules neoplasiques.
o 2+ (borderline): tinci6 de membrana completa i debil en > 10% de
les cel-lules neoplasiques.
o 3+ (positiu): tinci6 de membrana completa i moderada o intensa
en > 10% de les cél-lules neoplasiques.
També mencionar que si els classifiquéssim com a variable dicotomica,
parlariem de:
» Positiva: positivitat citoplasmatica major a un 1% de les
cel-lules neoplasiques (inclou el grup 1, 2 i 3 — positius).
* Negativa: positivitat citoplasmatica menor o igual a un
1% de les cél-lules neoplasiques (inclou el grup O-

negatiu).

- En els receptors dandrogens es valora I'expressié nuclear,

independentment del nivell d'intensitat, segons un llindar (Lehmann »,
2014):
o Negatiu: positivitat nuclear < 30% de les cél-lules neoplasiques.

o Positiu: positivitat nuclear > 30% de les cel-lules neoplasiques.

REALITZACIO D’ESTUDIS MOLECULARS

Els estudis moleculars realitzats s6n les mutacions a regions “hotspot” del gen
EGFR, les mutacions a regions “hotspot” del gen PIK3CA i la hipermetilacio de

la regié promotora del gen BRCAL.
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L’estudi molecular s’ha dut a terme a través de la técnica de pirosequlienciacio
que consisteix en un estudi quantitatiu de sequenciacio d’ADN a temps real. Es
basa en la sintesi de la cadena d'ADN acoblada a una reaccio
qguimioluminiscent. Indicant com a resultat el percentatge de mutacié present en
la mostra. Els avantatges principals d’'aguesta tecnica sén la millora de la
sensibilitat, vers la seqlienciacié de Sanger, i la possibilitat d’analisis de moltes
variants, no només de mutacions puntuals (PCR especifiques d’al-lels), com en

el cas d’alguns estudis duts a terme mitjancant gPCR.

La pirosequenciacid és una seglenciaci6 per un metode de sintesi que
consisteix en una monitoritzacié quantitativa en temps real dels nucleotids
incorporats a través d’'una conversio enzimatica de pirofosfats que es tradueix
en un senyal bioluminométric. Aquest métode €s majoritariament de naturalesa
guantitativa, pero basat en curtes lectures i rapides mesures. S’ha descrit com
una de les tecniqgues més optimes per a l'analisi de I'estat de metilacié del

promotor del gen BRCAL i/o altres gens (Cai, 2013).

Per a realitzar les técniques molecular és necessari I'extracci6 d’ADN de les
mostres fixades en formol i incloses en parfina, saber el funcionament d’'una

PCR i en que consisteix la tecnica de pirosequenciacié utilitzada en la tesi.

+ PROTOCOL D’EXTRACCIO D'ADN
(utilitzant el Kit: QlAamp DNA FFPE Tissue Kit, ref.:56404)

0 Seleccionar la zona concreta de la mostra a estudiar

Tallar macroscopicament I'excés de parafina
Tallar 5 seccions de 10 um

Col-locar-les immediatament en un tub eppendorf estéril de 1.5 ml

o O O o

Desparafinar amb dos rentats seguit amb xilol:
* Afegir 1ml de xilol +
» \Vortex, durant 10 segons +
* Centrifuga a 14.000rpm, durant 2 minuts

* Eliminar el sobrenedant, sense tocar el pel-let
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o Fer dos rentats amb etanol absolut, per eliminar I'excés de xilol:
* Afegir 1ml d’etanol +
» Vortex, durant 10 segons +
* Centrifuga a 14.000rpm, durant 2 minuts

* Eliminar el sobrenedant, sense tocar el pel-let

o Deixar el tub obert (a 15-25°C o 37°C) fins que s’evapori tot I'etanol

0 Resuspendre el pél-let en 180ul ATL + 20ul proteinasa K

o Vortex

0 Incubar a 56°C, un minim de 12h (tota la nit), per aconseguir una lisi
completa

0 Incubar a 90°C, durant 1h, fins aconseguir una mostra transparent

o Vortex + “spin” de centrifuga

o Afegir 200l etanol + 200ul de buffer AL

o Vortex vigoros i “spin” de centrifuga

o Transferir a columna QlAamp MinElute, sense tocar les parets

o Centrifuga 1 minut a 8000rpm + canviar a tube collection

o Afegir 500ul de buffer AW1 + centrifuga 1 minut a 8000rpm + canviar de tub

o Afegir 500ul de buffer AW2 + centrifuga 1 minut a 14000rpm + canviar de
tub

o Centrifuga 3 minuts a 14000rpm

o Canviar el tub per un eppendorf 1.5ml

o Afegir entre 20-100ul de buffer ATE, en el centre de la membrana (es
recomana afegir aproximadament uns 30ul del buffer que es troba a
temperatura ambient 20-23°C)

o0 Incubar 1-5 minuts a temperatura ambient + centrifuga 1 minut a 14000rpm

Un cop realitzada I'extraccio d’ADN d’'una mostra de parafina s’ha de valorar la
concentracio de mostra obtinguda a veure si és adequada. Aquesta valoracio
s’ha dut a terme a través d’'un espectrofotometre d’absorcié ultravioleta-visible,
acceptant com a adequat el resultat de lectura de quantificacio d’ADN amb una
ratio d’absorbancia 260/280 que es trobi entre un interval de 1.6-1.8. Ara be, les
noves lectures realitzades en els casos que s’han hagut de fer una segona
extraccio d’ADN tumoral i I'extraccio d’estroma normal s’ha dut a terme a traves

d'un fluorimetre. Els resultats obtinguts amb els dos meétodes no soén
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equivalents de manera directe sin6 a través d’'una equivaléncia, degut a que el

tipus de lectura és diferent i déna valors menors a mateixa quantificacio d’ADN,

ja que l'espectofotometre quantifica com a ADN una fracci6 dARN de la

mostra.

+
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PCR

Descongelar els reactius fins a tenir-los a temperatura ambient.
Prepara els primers (cebadors), centrifugant 1 minut a 4000rpm per
concentrar els primers liofilitzats, re-suspendre amb buffer TE (Tris-
EDTA, pH8) cada un dels primers amb les quantitats determinades pel
fabricant per a poder obtenir concentracions de 100uM (solucié mare);
després fer un vortex i deixar a la nevera a 4°C durant 24h.
A partir d’aqui preparar la solucio de treball a 10uM.
Preparar la MIX de reaccio segons el segient protocol: PyroMark PCR
Master Mix 12.5ul + CoralLoad 2.5ul + Primer Forward 1upl + Primer
Reverse 1l + Aigua (del Kit) 4ul = 20pl.
Preparar el nombre de reaccions necessaries (nombre de mostres a
estudi), més dues reaccions per a introduir controls, un del KIT (ADN no
metilat no mutat) i un blanc (sense mostra).
Preparar un tub (MIX) per a cada un dels primers.
Preparar la PCR amb: 20ul Mix de PCR + 5ul ADN de cada mostra a
analitzar = obtindrem un volum total de 25ul per mostra amb una
concentracio de primer en cada una de 0.4uM (la concentraci6 idonia dels
primers oscil-la entre 0.1-0.5uM). La concentracio de treball de les mostres per
posar 5ul ha de ser de 5ng/ul (quantitat total d’ADN introduit a la PCR,
25ngQ).
Introduir les reaccions a la maquina de PCR, seleccionant el programa
de “PCR piro” amb les seguents fases:

e 15 minuts a 95°C (activacio de la HotStart Polimerasa).

» 20 segons a 95°C (fase de desnaturalitzacio ADN).

» 30 segons a 53°C (fase d’hibridacio primers).

» 20 segons a 72°C (fase de replicacio).

e 10 minuts a 72°C (fase de replicacio final).
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Els passos de desnaturalitzacio-hibridacié-replicacié es repeteixen 35

cicles.

TECNICA DE PIROSEQUENCIACIO

a) Procediment:
Partint del protocol de referencia therascreen KRAS/EGFR/BRAF Pyro Kit, s’ha
optimitzat per adaptar-lo al nostre laboratori, de la manera a continuacio

descrita.

o

Posar els reactius a temperatura ambient 1 hora abans de comencar la
reaccio.

Encendre el termobloc a 80°C amb un dels suports per les plagues de
PyroMark a sobre.

Determinar la configuracio de la piroseqglenciacio d’aquest assaig
(seleccionar i identificar quina mostra posarem a cadascun dels pouets
de la placa de pirosequenciacio).

Agitar suaument el eppendorf que conté “Streptoavidina-Sefarosa” fins a
homogeneitzar-lo (no utilitzar el vortex, la safarosa és sensible a
agitacions agressives).

Preparar la Mix per a la immobilitzacié de 'ADN amb: 1ul Streptoavidina-
Sefarosa + 40yl Binding Buffer Pyromark + 9ul d’aigua del Kit = 70pl.
Preparar el nombre de reaccions necessaries segons el nombre de
mostres a estudi.

Vortex i centrifuga.

Afegir 70ul de la MIX preparada amb el producte d'immobilitzacié a la
placa 3x8 pouets PCR (thermofast 24) a cada un dels pouets a estudi
segons l'ordre-configurat en qué es dura a terme la piroseqienciacio de
cada assaig.

Afegir 10ul de mostra PCR biotinilada (mostres a estudi obtingudes de la
PCR) a cadascun dels pouets de la placa 3x8 pouets PCR, seleccionats
segons la configuracié determinada a la pirosequenciacio.

Tancar hermeticament els pouets d’aquesta placa d’eppendorf amb la
mostra de PCR.
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Agitar aquesta placa a temperatura ambient durant un minim de 15
minuts a 1500rpm en I'agitador.

Mentrestant, preparar I'estacio de buit del PyroMark Q24, que consisteix

en omplir els pouets corresponents per ordre amb p sond
etanol 70% (posicid 2), solucio de
desnaturalitzacié (posici6 3), Washing Buffer 3 7
(diluit) (posicié 4) i les dues aigiies osmotitzades ? 6
(posici6 6 i 7). Assegurar que el volum 1 5

(aproximadament 40 ml) esta en el nivell mig de
cada suport i que el volum de Washing Buffer es major que el de la
solucié de desnaturalitzacié (per netejar correctament la solucié de
desnaturalitzacio que pot interferir en la reaccio de pirosequenciacio).
Col-locar la placa de pirosequenciacio PyroMark plate amb el primer que
realitzara la reaccio final, resuspes en 25 ul de buffer (posicié 5).
Connectar la bomba i l'interruptor de buit.

Col-locar la placa 3x8 pouets PCR a la posicio 1 i introduir amb cura els
filtres de I'eina de buit dintre dels tubs de la placa 3x8, per a capturar les
esferes de sefarosa.

Sempre pujar i baixar I'eina de sondes de filtra de manera vertical.
Transferir I'eina de buit al pouet amb etanol (posicio 2) i sense parar
d’agitar suaument, esperar 10 segons des de que comenci a sortir liquid
per I'aspirador.

Transferir I'eina de buit al pouet segient amb solucié de
desnaturalitzacio (posicio 3) sense deixar d’agitar suaument, esperar 10
segons des de que comenci a sortir liquid per I'aspirador.

Transferir I'eina de buit al pouet segiient amb Washing Buffer (posicio 4)
sense parar d’agitar suaument, esperar 15 segons des de que comenci a
sortir liquid per I'aspirador.

Extreure I'eina de sondes de filtra i mantenir-la vertical més de 90°C,
durant al menys 10 segons per assegurar el drenatge de tot el liquid.
Passar I'eina a PyroMark plate amb reaccié d’immobilitzacio (posicié 5),
desconnectant linterruptor del buit i agitant lateralment, sense

pressionar, durant 5 segons. Aquest pas permet deixar anar el ADNss
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(cadena unica d‘ADN) a cada posicio on es realitzara la pirosequenciacio
en si.

Transferir I'eina al primer compartiment d’aigua osmotica (posicié 6) i
agitar 10 segons.

Transferir I'eina al segon compartiment d’aigua osmotica (posicio 7),
connectant I'interruptor del buit per a drenar tota l'aigua d’aquest pouet
Pujar i baixar més de 90°C I'eina durant 5 segons.

Desconnectar l'interruptor i la bomba al buit, i deixar I'eina a la seva
posicio inicial de “parquing”.

Posar la placa de PyroMark (situada a la posicio 5) en el termobloc a
80°C durant 2 minuts.

Extreure la placa i posar-la en l'altre suport a temperatura ambient
durant uns 30 minuts.

Mentrestant, s’ha d’encendre el sistema de PyroMark Q24, carregar en
el software el run amb Il'experiment i la ruta (Tools — Pre-Run
information) i carregar els cartutxos amb els reactius de la
pirosequienciacié, ja que ja disposem de les dades (quantitats i
localitzacio de cada reactiu “enzims, substrat i els 4 nucleotids: Adenina,
Timina, Guanina i Citosina), que consisteix en:

e Obrir la caixa dels tampons, reactius i enzims.

e Els enzims i el substrat es poden mantenir en aliquotes
congelades, pero aquests no es poden descongelar/congelar més
de 3 cops, de la mateixa manera que els reactius dissolts o
descongelats s’han de tirar als 5 dies.

« Els enzims i el subtrat es descongelen en uns 10 minuts, no s’han
d’agitar i s’ha d’assegurar que abans de posar-lo en els cartutxos
no estan térbols (resuspendre correctament).

* Col-locar els cartutxos amb etiqgueta mirant la part frontal del
priosequenciador i introduir els reactius segons la plantilla,
assegurant no transferir bombolles.

» Després introduir els cartutxos en el seu lloc de treball del sistema
PyroMark, assegurant que la linia blanca frontal queda davant

seu.
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o Obrir el bastidor per la placa Pyromark plate i col-locar-la en el seu lloc
dins els sistema.

o Connectar 'USB amb I'assaig i pressionar OK en la opcio “RUN”".

o Buscar el nimero de l'assaig i seleccionar “SELECT” per a iniciar
I'analisi.

o A l'acabar l'analisi confirmar que s’ha guardat i premer “CLOSE”".

0 Retirar 'TUSB.

o Obrir la tapa, treure i llencar la placa ja utilitzada, i extreure el cartutxos i
netejar-lo segons les indicacions (amb 2-3 rentats dels pouets amb aigua
osmotitzada).

o Revisar la serie en “software PyroMark Q24 v2.0.6”.

b) En que consisteix:

La “sefarosa” és un polimer d'agarosa (és a dir, un medi rigid on tenim
molecules d’agarosa amb alt cross-linking entre elles) on les mateixes
molécules de sefarosa tenen immobilitzada la streptoavidina.

Per tal d'aconseguir que les molécules de sefarosa que contenen
streptoavidina s’uneixin a les sequencies ADNds amplificat i marcat amb
biotina, €s necessari agitar-ho un minim de 15 minuts a 14000rpm.

Un cop unides, es necessari transferir-ho rapidament, en menys de 1 minut, a
les sondes de filtre, perqué no es tornin a separar. Aquestes sondes estan
connectades al buit i immobilitzen els productes de sefarosa que queden units
a les puntes de les plaques amb pressié negativa.

Després es renten per a treure I'excés de producte no unit.

La solucié de desnaturalitzacio, tal i com el seu nom indica, s’encarrega de
separar la doble cadena ADN unida, a través d’altes concentracions de buffers.
De manera que només queda unida a la molecula de streptoavidina-sefarosa la
cadena ADNSss biotinilada.

Després es torna a rentar per a tornar a treure el producte no unit.

Tot seqguit, al passar a la placa PyroMark plate que conté el primer de
sequenciacio, es fara que I’ADN biotinilat es deixi anar en aquest medi liquid.
Aquest pas es produeix pergque es desconnecta la bomba de buit en el moment
en que els filtres arriben a la placa PyroMark plate, per deixar d’haver-hi pressié
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negativa i d'aguesta manera 'ADN unit a la molécula de “streptoavidina-
sefarosa” es pugui deixar anar.

Després, abans de col-locar la placa al sistema de PyroMark Q24, és necessari
deixar-ho 2 minuts a 80°C per tal de que la molécula de streptoavidina-sefarosa
es separi de 'ADN biotinilat i després, es deixa 30 minuts a temperatura
ambient per tal que el primer hibridi a la regi6 adequada de 'ADNSss.

Tot seguit, ja es pot introduir la placa de pirosequenciacié al sistema de
PyroMarkQ24 (el qual ja conté I'enzim, el substrat i els nucleotids, previament
preparats segons les dades facilitades per la maquina), que replicara 'ADN, a
partir de la incorporacié dels nucleotids corresponents, i emetra un patré de

senyal luminiscent que serveix per estudiar la sequéncia.

Mutacions EGFR

Consisteix en l'estudi mutacional de les regions “hotspot” del gen EGFR

descrites en la literatura i ja conegudes en el cancer de pulmdé.

+  Reactius:
Kit therascreen EGFR Pyro PCR kit (QlAgen).

+ Protocol:
1. Extraccio d’ADN de la parafina.
2. PCR, per aconseguir amplifica la sequéncia que es troba entre els dos
primers (forward i reverse).
3. Pirosequenciacié, per aconseguir sequenciar la regi6 on hi ha les

mutacions per a valorar la seva preséncia/absencia.

1.CERCA DE LES MUTACIONS “HOTSPOT” DEL GEN EGFR
- Mutacions puntuals en I'ex6 18 (codons 719-723)
- Mutacions puntuals en I'ex6 20 (codons 768-770 i 789-792)
- Mutacions puntuals en I'ex6 21 (codons 858-863)

- Delecions i delecions-insercions en I'ex6 19 (codons 746-750 i 752-759)
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2.CERCA DELS PRIMERS
La seleccid d’aqguestes regions ha sigut utilitzant directament el kit ja dissenyat i
comercialitzat per a aquest estudi per piroseqguenciaciéo amb referéncia 971480.

3.EXTRACCIO D’ADN (utilitzant el Kit: QlAamp DNA FFPE Tissue Kit,
ref.:56404)

descrit previament

4.PCR

descrit previament

5.PIROSEQUENCIACIO

descrit préeviament

= Valoraci6 dels resultat:

Valorar la presencia o l'abséncia de mutacié en qualsevol de les regions
estudiades. La preséncia de la mutacio es determina segons el LOD (limit de
deteccid), el qual és especific de cada mutacid i ve determinat a les
especificacions del kit; en el aquest cas es considera un cas mutat quan el
valor de és LOD+3 unitats (per exemple: si la LOD de p.E746_A750 acceptada
com a mutacié és de 6%, determinar que si en estudiar una mostra el valor
obtingut és d'un 11%, la mostra estudiada té resultat positiu per aquesta
mutacid). En casos amb valor entre el LOD i LOD+3u, s’aconsella repetir la

determinacié analitzant simultaniament amb un control negatiu.

Mutacions PIK3CA

L’estudi mutacional del gen PIK3CA s’ha dut a terme a partir de les regions
“hotspot” conegudes i descrites a la literatura situades en l'exd 9 i 20,
corresponent a dominis helix alfa (E542K i E545K) i domini cinasa (H1047R),

respectivament.

76



+

METODOLOGIA

Reactius:

Primers (seqiiéncies de 5’ a 3)

Exo6 9:

Forward: (biotinilat) ATTTCTACACGAGATCCTCTCTCT
Reverse: CCATTTTAGCACTTACCTGTGAC
Sequenciacio 542: TTCTCCTGCTCAGTGAT
Sequenciacié 545: TAGAAAATCTTTCTCCTG

Ex6 20:

Forward: (biotinilat) TGAGCAAGAGGCTTTGGAGTAT
Reverse: CCTGCTGAGAGTTATTAACAGTGC
Sequenciacié: TGTTGTCCAGCCACC

Un cop ja es tenen els primers, hem d’aconseguir 100uM de cada primer, de

manera que la soluci6 mare s’ha d’aliquotar en 10uM, solucio de treball

(obtenint aixi 0.4uM de cada primer, ja que es barreja 1ul de primer Forward o
Reverse amb 25ul PCR).

Kit

Pyromark PCR Kit

Protocol:
. Buscar les mutacions “hotspot” descrites en la literatura (COSMIC,

Catalogue of Somatic Mutations In Cancer).

. Dissenyar dels primers (Forward, Reverse i Sequenciacio amb PyroMark

Assay Design 2.0).

3. Extraccio de 'ADN de la parafina.

. PCR, per aconseguir amplificar la seqiiencia que es troba entre els dos

primers (Forward i Reverse)

. Pirosequienciacio, per aconseguit seqlenciar la regi6 on hi ha les

mutacions “hotspot” per a valorar la seva preséncia/absencia.

1.CERCA DE LES MUTACIONS “HOTSPOT” DEL GEN PIK3CA
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A patrtir de la base de dades del COSMIC (Cosmic, 2015) , s’ha buscat quines
sbén les regions “hotspot” descrites en la literatura com a més frequients en el
gen PIK3CA, localitzades a I'exd 9 (del cromosoma 3q26.3) les regions helix
alfa “E542K i E545K” i a I'ex6 20 (ultim del gen) la regi6é cinasa “H1047R”
(Cizkova, 2012; Nosho, 2008).

Després, des de la base de dades GeneBank (base de gens del pubmed)
GenBank,, 2015) sha buscat el gen PIK3CA (accession number
NG _012113.1), en la informacié relacionada busquem “CCDS” (regio
relacionada amb la codificacié de proteines o sequéencia codi consens) i el
“FASTA” (codi de text que ens dona la sequéncia total del gen). Una vegada es
tenen les dues informacions es localitza la sequéncia de nucleotids que forma
I'exo a estudiar per tal de poder buscar-hi la regio d’interes “hotspot”.

Les regions “hotspot” son GAAATCACTGAGC en I'exd 9 (que inclou les dos
regions E542 i E545) i CATCAT en I'ex6 20 (que correspon a la regio H1047).

2.DISSENY DE PRIMERS

Un cop localitzada cada una de les regions a estudi dels dos exons, es
selecciona una sequéncia adjacent que al centre inclogui la regié a estudi i
s’introdueix al PyroMark Assay Design, concretament en la seccié de Sequence
Editor on es programa el tipus d’assaig que volem fer, una quantificacié al-lelica
(Allele Quantification). Després de buscar la regié a estudi, es marca com a
“Set Target Region”, i fem que el software dissenyi un assaig (Assay Design
Run), de manera que el programa ens informa d’'una serie de primers amb
diferents scores (puntuacions) per a estudiar la regié seleccionada (a major
score -maxim 100- és indicatiu de major precisio dels primers). Obtenim els
primers Forward+Reverse i de Seqienciaci@” amb un score de 92 i 98,
respectivament per a I'exd 9 i 20.

Un cop realitzades les primers proves s’han obtingut resultats erronis en I'exo 9
i adequats en I'exd 20, de manera que al retornar a la literatura s’ha observat
que existeix la presencia d'un pseudogéen (situat a I'exd 22) que interfereix
(amplificacié simultania) amb I'exé 9, al tenir més del 95% de la sequéncia
homologa, el qual ha obligat a dissenyar nous primers per a I'estudi d’aquest

ex6, amb dos primers de seqienciacié per tal de poder discriminar entre
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I'estudi dels dos codons (aminoacids) de I'exd 9 sense que interfereixi amb el

pseudogén (Baker, 2012).

3.EXTRACCIO D'ADN (utilitzant el Kit: QlAamp DNA FFPE Tissue Kit,
ref.:56404)

descrit previament

4.PCR

descrit préeviament

5.PIROSEQUENCIACIO

descrit préeviament

- Valoraci6 dels resultat:

Valorar la presencia o l'abséncia de mutacié en qualsevol de les regions
estudiades. Al no tenir una validacié d’'un laboratori extern (com és en el cas
dels estudis d’'EGFR), no és possible determinar un LOD; de manera que per
aguests estudis hem un aconseguit controls externs d’ADN mutat (gentilesa dell
Dr. J. Hernandez de I'Hospital de Vall Hebron) amb mutacions dels exons 9 i 20
per confirmar la validesa dels nostres assaigs.

A part, en cada tanda de mostres analitzades s’analitza un control negatiu
(ADN no mutat, comercial) i es consideren casos mutats aquells amb
diferéncies respecte el control negatiu superiors a 10 unitats (per exemple: si el
resultat d’'una mostra és d’'un 19% i el control negatiu és d’'un 2%, es considera

un cas mutat). Si es troben casos dubtosos, s’analitzen per duplicat.

Hipermetilacié del promotor del gen  BRCAL1

L’estudi d’hipermetilacio del promotor del gen BRCA1 s’ha dut a terme utilitzant
primers especifics de la regié promotora on hi ha les illes CpG (els quals s’han

autodissenyats).
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+  Reactius:

Primers (seqlieéncies de 5’ a 3):

Forward: GGTATTGGAGTGGGAGAGTGGATTTT
Reverse: (biotinilat) ACACTCAATACCCCCTTCCTAATC
Sequenciacio: GGGGGGTAGTTTGTA

El primer es troba liofilitzat, de manera que en el moment de resuspendre’l
s’'aconsegueix una soluci6 mare que esta a concentraci6 100uM en cada
primer. Aguesta solucié mare s’ha d’aliquotar en 10uM (soluci6 de treball) i la
concentraciéo amb la que treballarem sera de 0.4uM de cada primer, ja que es

barreja 1yl de primer Forward o Reverse amb un contingut total de 25ul PCR.

Kits:
- Epitect Plus DNA Bisulfite Kit
- Pyromark PCR Kit

+  Protocol:
1. Buscar la regié del promotor del gen BRCA1l on es produeix la
hipermetilacio.
Dissenyar els primers (forward, reverse i sequenciacio).
Extraccio de 'ADN de la parafina.
Conversio de bisulfit, per poder treballar amb I’ADN convertit.

Netejar ’ADN convertit.

o 0 kw0 N

PCR, per aconseguir multiplicar la seqiiéncia que es troba entre els dos
primers (forward i reverse).
7. Pirosequenciacio, per aconseguir sequenciar la regido promotora del gen

on hi ha les illes CpG i valorar el seu estat de metilacio.

1.CERCA DE LA REGIO PROMOTORA DEL GEN BRCA1

A partir de la base de dades del GenBank (base de gens del Pubmed)
(GenBank ;, 2014) s’ha buscat el gen BRCA1 (accession number L78833.1),
centrant-nos en la sequéncia propera a l'inici de la transcripcié, on hi ha el
promotor. Dintre d’aquesta sequéncia i des del mateix GenBank analitzem les
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illes CpG, i segons la nostra cerca i la descrita per altres grups que han
treballat amb la metilaci6 de BRCAL1 (Ibragimova, 2011) ens centrem en las
bases situades entre aquestes dues regions “43125900-43124500 (Sequence
View)”.

2.DISSENY DE PRIMERS

Aquesta regio seleccionada del gen, on hi ha les illes CpG, s’ha copiat dins el
programa de disseny de primers per a estudiar a través de la tecnica de
pirosequenciacié “PyroMark Assay Design”, s’ha creat la sequiéncia convertida,
s’han  seleccionat GGTYGYGAGG GAAGYGTTGA GGATTAGGAA
GGGGGTATTG AGTGT i s’han buscat el set de primers (un per a PCR
Forward, un per a PCR Reverse i un per Sequenciar) per a poder dur a terme

'analisi.

3.EXTRACCIO D’ADN (utilitzant el Kit: QlAamp DNA FFPE Tissue Kit,
ref.:56404)

descrit previament

4.CONVERSIO DE BISULFIT
Primer de tot, abans de comencar la conversié s’ha de quantificar 'ADN de la
mostra per saber que disposem de la quantitat suficient per a poder dur a terme
I'estudi (aconseguint valors entre 120-200ng/ul).
Una vegada comprovat, s'utilitza el Kit “EpiTect® Plus DNA Bisulfite Kit” per a
dur a terme el procés de conversio de bisulfit. Aquest kit conté:

*Store MinElute® DNA Spin Columns

*Buffer BW (Wash Buffer, que es prepara afegint etanol)

*Buffer BL (Loading Buffer, que es prepara amb el carrier DNA i s’ha de

mantenir a nevera)

*Buffer EB (Elution Buffer)

*Buffer BD (Desulfonation Buffer, que es prepara amb etanol)

*DNA Protect Buffer
Abans de comencar la reaccid, s’ha de preparar el reactiu del Bisulfite Mix, que
consisteix en dissoldre les aliquotes de Bisulfite Mix en 800ul de RNAse free-
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water, vortex fins a dissoldre-ho totalment (aixo pot trigar fins a 5 minuts i a
vegades, pot ser necessari escalfar la solucié a 60°C), aliquotar en 200pl i
congelar fins al moment de I'Us.

Per a comencar la reaccio és necessari introduir els segiients components amb
I'ordre respectiu, per tal de que es pugui dur a terme la reaccid: 40ul ADN a
estudi + 85pl Bisulfite Mix + 15ul DNA Protect Buffer (al afegir el DNA Protect
Buffer, s’ha de barrejar bé i veure com la reaccié vira de color verd del buffer a
blau: pH basic). Aquesta reaccié esta molt saturada i necessita d'unes
condicions altes de concentracio de sals i pH adequat per realitzar-se.

En la reaccié de conversié de bisulfit el que aconseguirem és una modificacio
guimica de la sequéncia (Figura 26).

Figura 26: Reaccié quimica de conversio de bisulfit

NZ j HS03 N)l H,0 ijj\ OH HN/U\
O)\N OH O)\N ,5.1‘.—)::; i O%\N 803‘ HSOE O%\N
2 o NHj H H
; cytosine uracil
cytosine urac
n sulphonate sulphonate

NH,
N;JE/ CHz ysqgs
P ;OH%
H
5-methylcytosine

Es a dir, en aquesta reaccié aconseguirem convertir totes les citosines en uracils, restant com a

citosines en el cas que estiguin metilades (la citosina metilada impedeix la conversio).

Després de preparar la reaccio, s’han de posar els tubs amb els reactius al
termociclador, seleccionant el programa “BisulfitFFPE”. La reaccié dura unes
5h i en acabar manté la mostra a 20°C de temperatura, de manera, que quan a
acabat es pot mantenir algunes hores a la nevera fins a continuar amb I'estudi.
Aquesta reaccio és molt agressiva i, a més de convertir les C en U, degrada
’ADN, per aix0 és basic optimitzar la quantitat d’ADN inicial abans de realitzar

tot el procés.
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En funci6 de la concentraci6 de I'ADN obtingut de cada mostra, s’ha

seleccionat una quantitat determinada de volum de mostra per a dur a terme la

conversié de bisulfit, amb un maxim de 40ul. En aquells casos en els quals s’ha

posat menys de 40ul s’ha d’ajustat amb RNAse free-water fins arribar als 40pl
(Taula 3).

Taula 3: Volum de mostra utilitzada pels estudis d’hipermetilacié, segons la concentracié de

mostra de cada ADN a estudi

Concentraci6 ADN mostra Volum mostra a

estudi

<60 40 pl

60-75 30 ul

75-100 25 ul

100-150 20 pl

150-175 15 pl

175-225 10 pl

> 225 8 ul

5.NETEJA DE L’ADN CONVERTIT

A temperar els reactius (Buffer BL, Buffer BW, Buffer BD i Buffer EB).
“Spin” de centrifuga i passar el producte en un eppendorf esteril de
1.5mL.

Afegir 350ul de Buffer BL (amb el carrier DNA afegit de 3.5ul i aliquotat).
Vortex i “spin” de centrifuga.

Afegir 250ul d’etanol absolut, vortex 15 segons i “spin” de centrifuga.
Transferir producte (aproximadament 800ul) a columna MinElute.
Centrifugar 1 minut al maxim (14000rpm) i descartar el tub col-lector.
Afegir 500ul Buffer BW.

Centrifugar 1 minut al maxim (14000rpm) i descartar el tub col-lector.
Afegir 500ul Buffer BD (vigilar que tinigui una minima exposicié a l'aire,
perqueé s’acidifica) i incubar a temperatura ambient durant 15 minuts.
Centrifugar 1 minut al maxim (14000rpm) i descartar el tub col-lector.
Afegir 500ul Buffer BW, centrifugar 1 minut al maxim i descartar el tub
col-lector.

Repetir novament el pas anterior, d’afegir 500ul Buffer BW, centrifugar 1

minut al maxim i descartar el tub col-lector.
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» Afegir 250ul d’etanol absolut, centrifuga 1 minut al maxim i descartar el
tub col-lector.

* Posar tubs d‘eppendorf esterils 2mL (QIAcube), centrifugar 1 minut al
maxim i incubar les columnes en el termoblocs durant 5 minuts a 60°C
(recordar mantenir taps oberts).

» Posar les columnes en tubs d’eppendorf esterils 1.5mL i afegir 10-15ul
de Buffer EB.

e Incubar durant 3-5 minuts a temperatura ambient.

» Centrifugar 1 minut a 12000rpm.

6.PCR

descrit préeviament

7.PIROSEQUENCIACIO

descrit previament

+  Valoraci6 dels resultat:

S’han considerat com a casos metilats, aquells resultats de pirosequenciacio
amb presencia d’un llindar promig de metilacié6 major a 10-15, sempre que
s’hagi obtingut una conversié total de bisulfit i una desviacié estandard
acceptable. Ja que a la literatura no esta descrit un llindar concret a partir del

gual es considera un cas metilat.
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S’ha estudiat un total de 60 mostres de cancer de mama tipus “triple negatiu”,
diagnosticades al servei d’Anatomia Patologica de la Corporacié Sanitaria Parc
Tauli, Hospital Universitari, de Sabadell, entre el 2006 i 2011.

RESULTATS DADES CLINIQUES | QUIRURGIQUES

Les mostres corresponen a blocs de parafina de peces de reseccid tumoral
(tumorectomies 0 mastectomies) en la majoria dels casos 81,67% (49 casos, 37
tumorectomies i 12 mastectomies), mentre que una petita part 18,33%, corresponen
a material de biopsia amb agulla gruixuda (11 casos). Mencionar que el material
utilitzat per a dur a terme tots els estudis realitzats han sigut carcinomes no han

rebut cap tipus de tractament neoadjuvant o previ.

L’edat mitja de diagnostic de les pacients és de 59,2 anys, amb un interval que
oscil-la entre 27 i 93 anys de vida (Grafic 2). D’aquestes un 28,33% de les pacients
(17/60) s’han diagnosticat en una edat menor o igual a 50 anys; en aquestes I'edat
mitja és de 40,24 anys. D’aquestes pacients un 10% s’han diagnosticat abans dels

40 anys i un 18,33% s’han diagnosticat entre 40 i 50 anys, ambdds inclos.

Grafic 2: Edats de diagnostic de totes les pacients de la cohort
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La neoplasia és de mama dreta en un 46,67% (28/60) i de mama esquerra en un
53,33% (32/60). Mentre que la cirurgia local realitzada ha estat en un 75% de
tumorectomies (45/60), en un 23,33% de mastectomies (14/60) i en 1 cas es
desconeix. En relacié al maneig axil-lar en un 13,33% (8/60) no s’ha estudiat
histologicament l'estat axil-lar, en un 43,33% (29/60) s’ha estudiat el gangli
sentinella i en un 38,33% (23/60) s’ha fet limfadenectomia, només mencionar que
una d’aquestes limfadenectomies s’ha dut a terme després d’'un gangli sentinella
positiu (sent aquest gangli I'inic metastatic de tot el buidament) (Taula 4).

Taula 4: Relaci6 entre cirurgia local de la mama i maneig axil-lar

No estudi
histologic axil-la
BAG 0 0 1

28 12 5
1 11 2

Gangli sentinella Limfadenectomia

Del 86,67% (52/60) de casos amb estudi histologic ganglionar axil-lar, un 75%
(39/52) son negatius, un 17,3% (9/52) tenen entre 1 i 3 ganglis metastatics (pN1) i
un 7,7% (4/52) tenen metastasis a 4 o més ganglis (pN2). S’han estudiat un total de
530 ganglis axil-lars, oscil-lant entre 1 i 35 ganglis axil-lars estudiats per pacient
(Taula 5).

Taula 5: Resultat de I'estudi ganglionar axil-lar

Ganglis axil-lars  N° casos Interval gg aillats  N° gg metastatics

No estudiats 8
Negatius 39 Entre 1-34
1gg — 6 casos
Positius 1-3 9 Entre 2-28 2gg — 2 casos
3gg — 1 cas
Positius >4 4 Entre 12-35 57,8117 gg

N°: nimero; gg: ganglis
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RESULTATS DADES HISTOLOGIQUES

Els resultats anatomopaologics valorats han estat el tipus histologic, el grau
histologic, la mida tumoral, la necrosi, la preséncia d'imatges d’invasié angiolimfatica
I perineural, i 'estadiatge oncologic patologic TNM.

Cal mencionar que dos dels casos de la serie (3,33%) son bifocals i un (1,67%) és
multifocal, dels quals Unicament s’ha utilitzat el tumor de major mida per a valorar
tots els parametres estudiats.

La majoria dels casos son carcinomes ductals infiltrants de tipus no especific (CDI
NOS) en un 68,33% (41/60) (Imatge 1), seguit de carcinomes medul-lars (inclouen
els CDI amb trets medul:lars, els carcinomes medul-lars i els carcinomes medul-lars
atipics) en un 20% (12/60) (Imatge 2) i els altres subtipus en un 11,67% (7/60)
(Imatge 3 i 4), que inclouen 2 carcinomes metaplastics, 1 carcinoma anaplastic, 1
carcinoma adenoide quistic de tipus basal, 1 carcinoma micropapil-lar, 1 carcinoma
lobel-lar infiltrant i 1 carcinoma intraductal (Grafic 3). Un 28,81% (17/59) de tots els

tumors tenen component in situ associat.

Grafic 3: Divisi6 dels subtipus histologics presents en la serie

TIPUS HISTOLOGIC

Altres
12%

CDI NOS
68%

La majoria sén tumors pobrament diferents (lll-d’alt grau histologic) en un 85%
(51/60), només un 10% (6/60) son moderadament diferenciats (lI-de grau mig) i un
3,33% (2/60) son ben diferenciats (I-de baix grau) (Taula 6 i Imatge 5). El cas restant

es tracta d’'un carcinoma intraductal amb atipia nuclear moderada (1,67%).
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Imatge 2: Imatges histologiques de carcinomes medul-lars de la cohort
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Imatge 3: Imatges histologiques dels subtipus de carcinomes especials observats en la cohort
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Imatge 4: Imatges histologiques dels subtipus de carcinomes especials observats en la cohort
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Taula 6: Relacio entre grau i tipus histologic

Grau/Tipus CDINOS Carcinoma Altres
histologic medul-lar (no in situ)
I 1 0 0
Il 4 0 3
[l 36 12 3

Els tumors podien o no acompanyar-se de necrosi, valorada només en el
component infiltrant, i aguesta podia estar present en diferents proporcions. Trobant
aproximadament en la meitat dels casos presencia i en l'altra abséncia de necrosi,
observant-se extensa necrosi en un 18,33% (11/60), moderada necrosi en un
18,33% (11/60), minima necrosi en un 10% (6/60) i absencia en un 53,33% (32/60)
(Taula 7 i Imatge 6).

Taula 7: Relacié entre tipus histologic i presencia de necrosi

Tipus histologic CDINOS Carcinoma Altres

INecrosi medul-lar
No 26 1 5
Minima 4 2 0
Moderada 3 6 2
Extensa 8 3 0

La troballa d'imatges d’invasio vascular i/o perineural ha sigut molt infrequent i
només en 1 cas s’han observat els dos tipus d’invasi6. Només s’han observat
imatges d'invasié angiolimfatica en un 13,56% (8/59) (Taula 8) i perineurals en un
5,1% (3/59) (Taula 9), tenint en compte que en un cas no es té present perque la
valoracio6 histologica s’ha realitzat en una mostra de biopsia on es troba limitada.

Taula 8: Relacié entre preséncia o no d'imatges d’invasio angiolimfatica i els diferents tipus histologic i
graus histologics

Tipus histologic | Grau histologic |

Invasio Carcinoma
Angiolimfatica CDI NOS Altres
medul lar
2

| 43

32 1
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Imatge 5: Imatges histologiques dels diferents graus histologics observats en la série

r o

SIeyes I
_ 4 (¥
Py 4

r

ittt

Grau histlgic I o . Grau histok‘)gic I Grau histologic I
(ben diferenciat), (moderadament diferenciat), (pobrament diferenciat),
a 40x, hematoxilina-eosina a 20x, hematoxilina-eosina a 40x, hematoxilina-eosina

Minima necrosi, a 10x, Moderada necrosi, 10x, Extensa necrosi, a 4x,
hematoxilina-eosina hematoxilina-eosina hematoxilina-eosina
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Taula 9: Relacié entre preséncia o no d'imatges d'invasio perineural i els diferents tipus histologic i
graus histologics

Tipus histologic Grau histologic

Invasio Carcinoma
Perineural CDI NOS Altres
medul-lar

s | 1 o Bo o 3
| NO | BEE 11 7 Bl 1 7 47

La valoracié de presencia o no d’'imatges d'invasié angiolimfatica i perineural en relacié al tipus histologic, s’ha realitzat sobre
59 casos, degut a que en un es desconeix al només disposar de material de biopsia.

La valoraci6 de preséncia o no d'imatges d'invasié angiolimfatica i perineural en relacié al grau histoldgic, s’ha realitzat sobre
58 casos, degut a que en un es desconeix al només disposar de material de biopsia i I'altre es tracta d’'un carcinoma in situ (en
el qual no es valora el grau histologic, siné nuclear).

La mida mitja tumoral, sense contar els 5 casos postquimioterapia (un 8,33%) i 1
cas no operat (3,33%), €s de 22,68 mm, amb un interval d’entre 3 i 62 mm, valorat
entre 54 pacients de la cohort (Grafic 4). D'aquestes pacients, un 51,85% (28/54)
sén tumors menors o iguals a 20 mm i un 48,15% (26/54) sén tumors majors a 20
mm.

Grafic 4: Mida tumoral de tots els casos de la cohort, a excepcid dels 5 casos postquimioterapia i d’'un
cas no operat que només disposem de la BAG
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El resum global dels parametres clinicopatologics trobats en tota la cohort de les
pacients estudiades amb cancer de mama triple negatiu es troba resumit a la
Taulal0. Aixi com, el desglossament de les caracteristiques histopatologiques
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observades en cada un de les pacients estudiades de la cohort es mostra en la
Taula 11.

Taula 10: Caracteristiques clinicopatologiques dels cancers de mama triple negatius de la serie
(N=60)

Parametres clinicopatologics N°casos % casos
>50 anys 43 71,67%

Esquerra 32 53,3%

Cirurgia local Tumorectomia 45 75%
Mastectomia 14  23,33%

Es desconeix (BAG) 1 1,67%

Maneig axil-lar Gangli sentinella 29 48,33%
Buidament 23  38,33%

No estudiat 8 13,33%

Mida tumoral <20 mm 28 46,67%
Entre 20 i 50mm 24 40%

>50 mm 3 5%

Post-QT 5 8,33%

Tipus histologic NOS 41 68,33%
Medul-lar 12 20%

Altres 7 11,67%

Grau histologic I 2 3,33%
Il 6 10%
I 51 85%

Present 28  46,67%
Absent 32 53,33%
Absent 52 86,67%
Absent 57 95%

VEIESEEERER| I8 No estudiats 8 13,33%
Negatius 39 65%
Positius 1-3 ganglis 9 15%
Positius > 4 ganglis 4 6,67%
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Taula 11: Resultats histologics desglossats per tots els casos de la serie (N=60)

Edat diagnostic Mama Tipus tumoral Grau histologic Mida tumoral Necrosi Angiolimfatica Perineural
59 ME Car adenoide quistic 1l 20 NO NEG NEG
24 ME CDI 1 33 EXT NEG NEG
43 MD CDI 1 40 MIN NEG NEG
67 MD CDI 1 15 NO NEG NEG
61 MD CDI amb trets medul-lars 1 30 NO NEG NEG
40 MD Car medul-lar atipic 1l 17 MIN NEG NEG
65 MD CD IN SITU papil-lar nuclear 2 10 NO NEG NEG
80 ME CDI + CID 1 6 NO NEG NEG
39 MD CDI 1 15 NO NEG NEG
39 MD Car medul-lar atipic 1 23 EXT NEG NEG
76 ME CDI 1 45 NO POS NEG
93 ME CDI 1 60 NO POS POS
83 ME Car metaplastic + CID 1 35 NO NEG NEG
61 ME CDI + CID 1 23 EXT NEG NEG
60 ME Car medul:lar atipic 1 17 MOD NEG NEG
64 MD CDI 1 12 NO NEG NEG
53 MD CDI 1 22 EXT POS NEG
52 ME CDI + CID 1 14 NO NEG NEG
51 MD CDI 1 8 NO NEG NEG
68 MD CDI 1 POST-QT EXT NEG NEG
79 MD CDI 1 50 EXT NEG NEG
56 ME CDI 1 10 NO NEG NEG
60 ME CDI 1l 8 NO NEG NEG
82 MD CDI amb tets medul-lar 1 30 MOD NEG NEG
38 ME CDI 1 25 MOD NEG NEG
50 ME Car anaplastic 1 15 NO NEG NEG
57 ME Car medul-lar 1 22 MIN NEG NEG
42 ME CDI medul-lar 1 16 EXT NEG POS
62 MD CDI 1 30 NO NEG NEG
38 ME Car medul-lar atipic 1l 20 MOD NEG NEG
50 ME CDI 1 18 NO NEG NEG
81 ME CDI 1 13 NO NEG NEG
71 MD CDI 1 BAG NO BAG BAG
44 ME Car metaplastic 1 28 MOD NEG NEG
71 MD CDI 1 22 EXT POS NEG
53 MD CDI 1 23 MIN NEG NEG
61 MD CDI 1 24 NO NEG NEG
55 MD CDI 1 12 NO NEG NEG
68 MD CDI 1 8 NO NEG NEG
59 MD CDI 1 POST-QT NO NEG NEG
77 ME CDI 1 25 NO POS NEG
72 ME CDI micropapil-lar 1l 30 NO NEG NEG
64 ME Car lobel:lar infiltrant 1l 3 MOD NEG NEG
51 ME CDI + CID 1 22 NO POS NEG
44 ME CDI + CID 1l 11 NO NEG NEG
40 MD CDI + CID 1 50 NO POS NEG
53 ME CDI 1 18 MIN NEG NEG
40 MD  Car medul-lar atipic + CID 1 31 MOD NEG NEG
83 ME Car medul-lar 1 45 MOD NEG NEG
65 MD CDI + CID 1 15 NO NEG POS
70 ME Car medul-lar + CID 1 19 EXT NEG NEG
66 ME CDI + CID | POST-QT NO POS NEG
27 MD Car medul-lar 1 16 MOD NEG NEG
51 MD CDI + CID 1l 18 NO NEG NEG
90 ME CDI + CID 1 28 MOD NEG NEG
77 MD CDI + CID 1 10 MIN NEG NEG
40 ME CDI + CID 1 POST-QT EXT NEG NEG
69 MD CDI + CID 1 13 NO NEG NEG
46 ME CDI 1 POST-QT MOD NEG NEG
72 ME CDI + CID 1 62 EXT NEG NEG

ME: mama esquerra; MD: mama dreta; CDI: carcinoma ductal infiltrant; CID: carcinoma intraductal; Car: carcinoma;
BAG: biopsia amb agulla gruixuda; POST-QT: post-quimioterapia; MIN: minima; MOD: moderada; EXT: extensa; NEG:
negatiu/abséncia; POS: positiu/presencia.
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Sent I'estadiatge tumoral TNM casi en un ter¢ per cent de la cohort entre un
pTlc i pT2, que corresponen a un 30% (18/60) i 40% (24/60), respectivament,
seguit d’'un pT1lb en 13,33% (8/60). De la resta, la meitat sobn casos unics i

I'altre meitat s6n post-quimioterapia amb diferents estadis (Taula 12).

Taula 12: Relacio del casos amb I'estadiatge oncologic patologic a nivell tumoral (pTNM)

Estadi N°casos Percentatge

1 1,67%
1 1,67%
8 13,33%
18 30%

24 40%

1 1,67%
1 1,67%
1 1,67%
1 1,67%
1 1,67%
2 3,33%
1 1,67%

“c” es 'estadiatge clinic, ja que es tracta d’un cas que no es disposa de la pega quirdrgica per a valorar la mida tumoral

histoldgicament.
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RESULTATS DEL SEGUIMENT/SUPERVIVENCIA

Dels 57 casos que es coneix el seu seguiment realitzat des del moment del
diagnostic fins a data d’1 de gener de 2016 (hi ha un 5% de casos que no
s’inclouen, que corresponen a 2 pacients en les que es desconeix I'evolucié
clinica i 1 pacient on el seguiment que es té de 84 mesos, corresponent a
seguiment fins al desembre 2014 lliure de malaltia) s’ha observat que la
supervivéncia mitja de les pacients de la cohort és de 72,62 mesos, amb un

interval de 10 a 117 mesos.

S’ha observat que un 28% (16/57) de les pacients han mort durant el periode
de seguiment, de les quals una mica més de la meitat (56,25%) han mort pel
carcinoma de mama (Taula 13) i la resta (43,75%) per altres causes (Taula 14).
Del total de la cohort s’observa que un 15,79% (9/57) han mort per recurréncia
o/i recidiva o/i disseminacioé del carcinoma de mama, amb una supervivéncia
mitja en aquestes pacients de 40,11 mesos, amb un interval de 10 a 61 mesos.
Mentre que un 12,28% (7/57) han mort per altres causes diferents a la
neoplasia de mama. Hi ha una pacient de la cohort (1,75%, 1/57) amb
recaiguda del carcinoma de mama amb metastasis 0ssies, sense mort després
de 92 mesos de seguiment, tenint varis factors de riscs com metastasis
ganglionars al diagnostic (17/30 ganglis estudiats) i imatges d’invasio

angiolimfatica.

Tenint present que tots els casos de mort per carcinoma de mama triple negatiu
son carcinomes ductals infiltrants de tipus no especific (CDI NOS) amb grau
histologic Ill, s’han observat que 5 (55,56%) dels 9 casos tenien un 0 més
factors de mal pronostic, 3 d’ells tenien ganglis positius (2 d'ells 4 o més
ganglis), 4 daquests també tenien imatges d’invasié angiolimfatica i 1

d’aquests tenia imatges d’invasio perineural.
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Taula 13: Caracteristiques cliniques i histologiques dels casos que han mort per cancer de
mama

Invasié ., : .
Anys al Invasio  Ganglis Mesos Mort per cancer

angio-

diagnostic .~ 3. perineural axil-lars de vida mama
limfatica

Progressio +

40 Sl NO 1/15 54 N : .
metastasis pulmo
50 NO NO 0/18 64 Metastasis SNC
Progressio +
& MO — U = metatesis SNC
66 Sl NO 17/30 92-viu Metastasis 0ssies
Metastasis ossies,
68 NO NO 0/1 36 SRR,
ganglionars i
suprarenals
Metastasis
71 NO NO cNla 19 hepatiques
Metastasis pulmo i
72 NO NO 5/20 23 SNC
Progressio local a
e = MO e L8 paret toracica
77 Si NO 0/2 61 Metastasis pulmo
93 SI Si NS 10 Progressio local

CDI NOS: carcinoma ductal infiltrant de tipus no especific; AL: imatges d’invasié angiolimfatica; PN: imatges d’invasié
perineural; SNC: sistema nervios central

Taula 14: Caracteristiques histologiques i cliniques dels casos que han mort per altres causes

Anys al Tipus histologic Grau Mesos
diagnostic histologic  de vida

79 CDI NOS [l 68

80 CDI NOS 1] 63

81 CDI NOS Il 97

82 CDiI trets medul-lars 1] 94

83 Carcinoma metaplastic [l 61

83 Carcinoma medul-lar i 61

90 CDI NOS 11 13

Es coneix I'existencia d’una segona neoplasia, entesa com a qualsevol altre
carcinoma de mama diferent a I'estudiat actualment, en un 12,28% (7/57) dels
casos, que consisteixen amb un 5,26% (3/57) neoplasies previes a la de
I'estudi i un 12,28% (7/57) neoplasies sincroniques o posteriors a la de I'estudi.

Pel que fa a les neoplasiques prévies de cancer de mama 1 cas també té un
perfil immunohistoquimic triple negatiu diagnosticat 8 anys abans, 1 cas té un

perfil immunohistoquimica luminal diagnosticat 12 anys abans i en 1 altre cas,

101



RESULTATS

diagnosticat 15 anys abans, no es va estudiar el perfil (Taula 15). Mentre que,
pel que fa a les neoplasies sincroniques o posteriors tenim 2 casos amb perfil
triple negatiu diagnosticades 4 anys després; 3 casos amb perfil luminal
diagnosticades dues de manera sincronica i una 7 anys després; 1 cas amb
perfil Her2 positiu diagnosticat 8 anys després; i 1 cas en que no s’ha estudiat
el perfil (probablement per ser un carcinoma in situ) diagnosticat de manera
sincronica (Taula 16).

Taula 15: Caracteristiques de la relacio dels casos amb neoplasies prévia

Carcinoma de la cohort Neoplasia prévia
CDI Carcinoma
2008 |\ Sqy TNBC  ME - 2000 S iy TNBC  ME
CDI
61 2010 \Sg), TNBC ~ MD - 1995 CDINOS I NS ME
64 2011 S TNBC ME - 1999 CDINOSI| Luminal ME

Diag: diagnostic; IHQ: immunohistoquimica, CDI NOS: carcinoma ductal infiltrant de tipus no especific; TNBC: triple
negatiu; NS: no estudiat; ME: mama esquerra

Taula 16: Caracteristiques de la relacio dels casos amb neoplasies sincroniques o posteriors

Carcinoma de la cohort Neoplasia sincronica o posterior

Carcinoma Carcinoma
2006 medul-lar TNBC 2006 micropapil-lar Luminal MD
62 CDI NOS CID amb .
2006 i TNBC ME 2013 microinfiltrant Luminal ME
65 2007 CDINOSII TNBC MD 2015 CDINOS I Her2 ME
40 Carcinoma
2008 medul-lar ~ TNBC MD 2008 CDINOS I Luminal ME
atipic
43 Carcinoma
2009 CD'”'}'OS TNBC ~ MD 2013 trets TNBC ~ ME
medul-lars
53 CDI NOS
2010 CDIHI}IOS TNBC MD 2014 mucoproductor  TNBC MD
1
= 2011 CElbeE TNBC ME 2011 CID NS MD

Il
Diag: diagnostic; IHQ: immunohistoquimica, CDI NOS: carcinoma ductal infiltrant de tipus no especific; TNBC: triple
negatiu; NS: no estudiat; ME: mama esquerra; MD: mama dreta.

Només en un 21,67% (13/60) de la cohort s’ha realitzat estudi en linia germinal
del gen BRCA, obtenint en un 38,46% (5/13) la preséncia d'una mutacio
patogénica (Taula 17), en un 61,54% (8/13) I'abséncia de mutacié patogénica

coneguda (no informatius) (Taula 18).
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Taula 17: Algunes caracteristiques dels casos amb mutacions patogéniques del gen BRCA

Edat : - . Mesos
diag Tumor Estudi BRCA linia germinal SpV Estat actual
VARIANT SIGNIFICAT INCERT :
24  CDINOS BRCALf 156 Vsi 86 Viu
39 CDINOS BRCALF 35 (mutacié nonsense) 89 Viu
61 CDINOS  BRCAL (mutaci6 frameshift) 46 MO [Pl
metastasis
Viu
51  CDINOS BRCAL (gran delecid) 61 (Tt
neo contralat,
15anys abans)
69 CDINOS BRCA2 F900 (mutacio 53 Viu

frameshift)
Diag: diagnostic; SPV: supervivéncia; CDI NOS: carcinoma ductal infiltrant de tipus no especific; neo: neoplasia;
contralat: contralateral

Taula 18: Algunes caracteristiques dels casos amb estudi de BRCA amb abséncia de mutacié
patogenica coneguda (no informatiu)

Estudi BRCA  Mesos Estat actual

linia germinal SPV

Viu (segona neo contralat, 4

43 CDI NOS No informatiu 78 ,
anys després)

39 Car mfac_iul-lar No informatiu 90 Viu
atipic

64 CDI NOS No informatiu 64 Viu

56 CDI NOS No informatiu 117 Viu

53 CDI NOS No informatiu 106 Viu

51 CDI NOS No informatiu 102 Viu

40 Car me dul-lar No informatiu 98 Viu
atipic

66 CDI NOS No informatiu 92 Viu (recaiguda als 4anys)

Diag: diagnostic; SPV: supervivencia; Car: carcinoma; CDI NOS: carcinoma ductal infiltrant de tipus no especific; neo:
neoplasia; contralat: contralateral
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RESULTATS DELS ESTUDIS IMMUNOHISTOQUIMICS

Partint de que en el 100% dels casos tenen un resultat “negatiu” en I'estudi
immunohistoquimic de receptors d’estrogens, de receptors de progesterona i
d’'Her2, el requisit necessaris per formar part de la cohort. Només mencionar
gue un 3,33% (2/60) tenen una expressio nuclear debil menor de I'1% per a
receptors d’estrogens i que un 11,67% (7/60) tenen un Her2 negatiu amb

“score” 1+.

Els resultats quantitatius observats dels diferents estudis immunohistoquimics

realitzats es descriue en la segtient Taula (Taula 19).

- L’index proliferatiu de Ki67 s’ha valorat de forma quantitativa individual
(Grafic 5), pero s’ha classificat en tres grups: baix (<5%) en un 5% (3/60), mig
(5-14%) en un 11,67% (7/60) i alt (=14%) en un 83,33% (50/60) (Grafic 6 i
Imatge 7).

Grafic 5: Resultats de la valoracié quantativa individual del resultat immunohistoquimic de I'index
proliferatiu Ki67 de tots els casos de la cohort
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Grafic 6: Classificacio en grups del resultat immunohistoquimic de I'index proliferatiu Ki67
Ki67 Baix
ty . .
2 - Ki67 Mig
12%

Ki67 Alt
83%

- La CK5/6 (citoqueratina 5/6) s’ha classificat de dues maneres; per una
banda s’ha dividit segons variable dicotomica, negativa (<5%) en un 45%
(27/60) i positiva (=5%) en un 55% (33/60). Per altra banda, s’ha dividit segons
variable qualitativa i quantitativa tenint en compte el gradient d’intensitat i el
percentatge de cel-lules neoplasiques positives: 0 (negatiu) en un 40% (24/60),
1 (positivitat citoplasmatica debil <10%) en un 13,33 (8/60), 2 (positivitat
citoplasmatica débil-moderada entre 10-50%) en un 31,67% (19/60) i 3
(positivitat citoplasmatica moderada-marcada >50%) en un 15% (9/60) (Grafic 7
i Imatge 8).

Grafic 7: Classificacio en grups del resultat immunohistoquimic de CK5/6 segons variable
qualitativa i quantitativa

CK5/6 Positiu
(socre 3)

CK5/6 Negatiu
(score 0)

CK5/6 Positiu
(socre 2)

CK5/6 Positiu
(socre 1)

- El resultat immunohistoquimic d’EGFR també s’ha classificat de dues

maneres. Per una banda, segons variable quantitativa i qualitativa s’ha dividit
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en: 0 (negatiu) en un 46,67% (28/60), 1 (positivitat parcial de membrana) en un
20% (12/60), 2 (positivitat completa i débil de membrana >10%) en un 10%
(6/60) i 3 (positivitat completa i intensa de membrana >10%) en un 23,33%
(14/60). Per altra banda, segons variable dicotomica s’ha considera com a
positiva (la presencia de positivitat citoplasmatica major a 1%), la qual
englobaria tots aquells casos amb resultat 1, 2 i 3, sent en un 53.33% (32/60) i
negativa (la preséncia de positivitat citoplasmatica menor o igual a 1%), que
seria el grup 0-negatiu, en un 46,67% (Grafic 8 i Imatge 9).

Grafic 8: Classificacio en grups del resultat immunohistoquimic d’EGFR segons variable
qualitativa i quantitativa

EGFR Positiu
(score 3)

EGFR Negatiu
(score 0)

EGFR Positiu
(score 2)

EGFR Positiu
(score 1)

- Els RA (receptors d’androgens) s’ha dividit de forma dicotomica en
negatius (< 30%) en un 83,33% (53/60) i positius (=30%) en un 11,67% (7/60)
(Grafic 9 i Imatge 10).

Grafic 9: Classificacio dels resultats immunohistoquimic de Receptors d’Androgens

[NOMBRE DE
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TEGORIA]
,67%
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83,33%
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Taula 19: Resultats globals dels parametres immunohistoquimics de tots els casos de la série

(N=60)
Estudi IHQ Resultat N°casos % casos

Ki67 Baix 3 5%
Mig 7 11,67%
Alt 50 83,33%

Ck5/6 Positius 33 55%
Negatius 27 45%

EGFR 0 28 46,67%
1 12 20%
2 6 10%
3 14  23,33%

RA Positius 7 11,67%
Negatius 53 83,33%
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Imatge 7: Imatges de tincions immunohistoquimiques dels diferents valors d’index proliferatiu
Ki67 observats en la serie
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Imatge 8: Imatges de tincions immunohistoquimiques de les diferents valoracions de CK5/6
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Imatge 9: Imatges de tincions immunohistoquimiques de les diferents valoracions d’'EGFR
observadas en la série
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Imatge 10: Imatges de tincions immunohistoquimiques de les diferents valoracions de RA
observadas en la série
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En relacionar els diferents estudis immunohistoquimic entre ells s’'observen els

seguents resultats (Taula 20, 21 i 22, i Grafic 10):

Taula 20: Relacié de casos entre resultats de  Taula 21: Relacié de casos entre resultats
Ki67 amb CK5/6 i EGFR i RA de CK5/6 amb EGFR i RA

[ ]

KI67 Baix Mig Alt

T 2 2 29
G 1 5 21 12 16
5 7
2 3 23 > 1
o 1 1 113

0 3 3
1 0 13 1 6
32 21

1 1 5

2 6 45

Taula 22: Relacié de casos entre resultats de RA amb EGFR

EGFRO EGFR1 EGFR2 EGFR 3

RA + 3 1 1 2
RA - 25 11 5 12

Grafic 10: Correlacio dels casos segons expressio dicotomica de CK5/6 i EGFR

CKS516 EGFR
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RESULTATS DELS ESTUDIS MOLECULARS

La quantificacié d’ADN extreta dels blocs tumorals de les pacients s’ha realitzat
a través de lectures amb I'espectrofotometre, obtenint un valor mig de
99,61ng/uL, oscil-lant entre 326,84ng/uL i 8,66ng/pL. (Imatge 11).

Imatge 11: Exemple de lectura obtinguda amb I'espectofotometre, que mostra la corba de
quantitat d’ADN d’una mostra de la cohort

|
Nucleic Acid Conc : 8.66 ng/pL Nucleic Acid Conc : 23.55 ng/uL

00260/280 645 OD260/280

Nucleic Acid Conc : 182.95 ngfuL
00D260/280 219
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Mostra poc otima Mostra suboptima Mostra optima
(lectura 0,5) (lectura 1,34) (lectura 1,96)

En un 15% (9/60) dels casos s’ha hagut de realitzar una segona extraccio de
mostra tumoral per a realitzar alguna de les parts de I'estudi molecular, degut a
'esgotament de la mostra de la primera extraccié. Mencionar que en aguests
casos la quantificacio de I'ADN s’ha realitzat a través d'un fluorimetre, obtenint
un valor mig de 5,54ng/uL, oscil-lant entre menys de 1ng/uL i 109,26ng/uL, sent
la quantificaci6 d'’ADN més especifica que les realitzades amb
'espectrofotometre. Aix0 vol dir, que les mateixes mostres llegides amb
fluorimetre obtindran valors meés baixos que les realitzades amb
espectrofotometre, ja que tal i com hem dit abans, se sap que aquesta Ultima
guantifica com a ADN també una part de la fraccié d’ARN present en la mostra.

Aixi mateix, la valoracio de la quantitat d’ADN extret dels estromes no tumorals
estudiats disponibles dels casos amb tumors metilats és de 18,33% (11/60) del
total de la séries, que correspont a un 85% dels casos metilats (11/13, hi ha
hagut dos casos metilats en que no s’ha pogut estudiat I'estroma no tumoral,
degut a que el material correpon a biopsies amb agulla gruixuda (BAG) és
totalment tumorals i les peces son postquimioterapia) per tal de valorar la
possible preséncia d’hipermetilacié, també s’ha realitzat amb el fluorimetre,

obtenint un valor mig de 8,33ng/uL, oscil-lant ente < 1 ng/uL i 206ng/uL.
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Mencionar que alguna d’aquestes quantificacions pot ser menor a les obtinguts
en general en les mostres tumorals, probablement degut a que la quantitat
d’epiteli ductal no neoplasic és escas en varies de les mostres, degut a trobar-
nos davant un parénquima mamari de predomini adipés amb poc component

epitelial.

MUTACIO EGFR

En la nostra cohort, no s’ha trobat cap mutacio activadora del gen EGFR en els
exons estudiats. Mencionar que en dos casos es va trobar un possible
percentatge de mutacié molt proper al llindar de LOD+3% unitats (“Limit Of
Detection” - limit de deteccio per a considerar un cas mutat), els resultats dels
guals es van comprovar visualment amb el pirograma on no s’observava una
duplicacié de la dispensacié dels aminoacids alterats per a poder-los considerar
casos mutats; a la vegada que es va repetir I'estudi en aquests dos casos,

obtenint resultats wild-type (Imatge 12).

Imatge 12: Pirogrames de resulat de I'estudi mutacional d’EGFR per piroseqiienciacio

Un dels casos amb mutacions molt propers al llindar de deteccié (LOD+3) en ex6 21, que en

repetir-lo es va confirmar I'estat wild-type de la mostra.

A5: CKGGCCAAACDGCTGGGT
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Cas amb abséncia de mutacions en ex6 18 cod6 719-723

A1: DGCTCCGGTGC

A 2%
G 97%
T 1%
300
200 ‘ ‘
C 1 1 1 1 1 1 1
E 3 A T G T C A C T C G T G

Cas, no pertanyent a la série, amb preséncia de mutacé en ex6 18 codé 719 amb canvi de
triplet GGC a AGC

A2: DGCTCCGGTGC

A 30%
G 69%
T 1%

300

200

N k \ \ \

P ._J.\ . . N
E S A T G T C A C T C G T G

Cas amb abséncia de mutacions en ex6 19 cod6 746-759

A2: TATCAA[GGAATTAAGAGAAGCIJAACA[TCTCCGAAAGCCAACAAGGAAATCICTCGAT

300
200
100 |
010—‘ 1 1 1 1 I";I 1 1 1 !\ 1 1 1 1 |k 1 1 1 b T 1 \‘I K \ﬁ_i)\ ‘|A—1k‘|’—"‘|
ESCTATCACTGTCAGCTCGATCGTCATCGTCACGCACACTCTGATTCG
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cas amb abséncia de mutacions en ex6 20 cod6 768-770
A3: CAKCGTG
G 98%
T 2%
100
75
50 \
25
0 il \ N [N (N N
]
E S T C G A T C G A T
5 10
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Cas amb abséncia de mutacions en ex6é 20 cod6 789-792

A4: ATCAYGCAGC
C: 96%
IT: 4% |

150

125

100

. \ | \
5 1 1 -
0 T N N Y A P | G LN AN

Cas amb abséncia de mutacions en ex6 21 cod6 858-863

— A 4% |
G 0% G 3%
T: 100% T: 94%

B8: CKGGCCAAACDGCTGGGT

300

200

100 - l

MUTACIO PIK3CA

La mutacio del gen PIK3CA en algun dels tres exons estudiats s’ha observat en
un 10% (6/60) dels casos de la cohort, d’aquests un 66.67% (4/6) es troben en
el domini cinasa de I'ex6 20 i un 33.33% (2/6) es troben en els dominis helix de
'ex6 9, un en la regid 542 i un en la regid 545. Les mutacions trobades es
descriuen en la segient taula, juntament amb els respectius percentatges de

quantitat de mostra/ADN tumoral mutat (Taula 24 i Imatge 14).

Taula 23: Mutacions del gen PIK3CA presents amb percentatge de mostra tumoral mutada

Exo6 Codo Regi6 Canvi % mostra mutada
Exo6 20 p.H1047L ¢.3140 A>T 43%
Exo 20 p.H1047R c¢.3140 A>G 26%
Exo6 20 p.H1047R ¢.3140 A>G 36%
Exo 20 p.H1047R ¢.3140 A>G 56%
Ex6 9545 p.ES45K ¢.1633 G>A 32% C-T
Ex6 9542 p.EB42K c¢.1624 G>A 15% C-T
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Imatge 13: Pirogrames de resultats mutats de PIK3CA de la cohort per pirosequenciacio, aixi com un cas
wild-type de cada una de les mutacions

Ex6 20 WT

B7: ATGAHGTGC
A 1%
c 1%
IT: 98

Ex6 20 mutat en un 43% de la mostra

B2: ATGAHGTGC
A 43%
C 0%
IT: 579

Ex6 20 mutat en un 26% de la mostra

A4: ATGAHGTGC

Ex6 20 mutat en un 36% de la mostra

B1: ATGAHGTGC
A 0%
C: 369
T 649
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Ex6 20 mutat en un 56% de la mostra
B3: ATGAHGTGC

A 0%
C: 56%
T 44%

Ex6 9 codd 545 WT

A3: CTVAGTGAT

A 0%
C. 100
G 0%

Ex6 9 codd 545 mutat en un 23% de la mostra

A2: CTVAGTGAT

Exé 9 codd 542 WT

A4: TTNAGAGAGAG

A 1%

c 99%

G 0%

T: 0%
2| e
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Ex6 9 542 mutat en un 15% de la mostra

C3: TTNAGAGAGAG

R B b Aiitiiriii it .. . ds s

HIPERMETILACIO DEL PROMOTOR DEL GEN BRCA1

S’ha observat hipermetilacio de la regié promotora del gen BRCA1 en un
21,67% (13/60) dels casos amb un grau d’hipermetilacioc mig de 38,67%,
oscil-lant entre 58,11% i 20,67%, amb una desviacio estandard mitja de 2,7,
oscil-lant entre 1,09 i 5,39 en els casos hipermetilats (Taula 23 i Imatge 13).
Mentre que un 78,33% (47/60) dels casos no han mostrat hipermetilacio amb
un valor mig de 3,31%, oscil-lant entre 9,18% i 1,09%, amb una desviaci6
estandard mitja de 0,89, oscil-lant entre 0,32 i 2,88 en els casos no metilats.

Taula 24: Grau d’hipermetilacié del promotor del gen BRCAL present en els casos metilats amb
les seves desviacions estandards obtingudes

Grau d’hipermetilaci6 Desviacié estandard

42,71% 2,13
58,11% 2,84
33,59% 5,1
29,41% 1,61
45,14% 3,2
24,38% 1,89
36,61% 1,9
43,79% 3,8
20,67% 1,09
43,29% 1,78
29,39% 1,78
44,06% 5,39
42,14% 2,72
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Imatge 14: Pirogrames d’alguns resulats metilats de I'estudi d’hipermetilacié del promotor del gen BRCA1
per pirosequenciacio

Cas no metilacio

B1: GGTYGYGAGGGAAGYGTTGAGGAT TAGGAAGGGGGTATTGAGTGT

150

100

50

s

3%

3%

Cas amb metilacié del 24,38%

B1: GGTYGYGAGGGAAGYGTTGAGGATTAGGAAGGGGGTATTGAGTGT
25% 22% 26%

] ===~ oo I ===~~~

-50 s poo oo g SR fimeoer = oo R fimmomees o g g oo T [ foos oo = poomeenes yo- S0 oo SR pooseee poooo
E S T G T @ G T @ G G A T G T C G T C G A
5 10 15 20

Cas amb metilacié del 45,14%

A1: GGTYGYGAGGGAAGYGTTGAGGATTAGGAAGGGGGTATTGAGTGT
(489 42%

]~~~ .~~~ .~~~

e

200

150

100

50

0

Pel que fa a I'estudi d’hipermetilacié en estroma no tumoral (11 casos) (Taula
24) s’ha observat que la majoria de casos (91%) no es troben metilats, amb un
valor mig de 8,55%, oscil-lant entre 5,64% i 13,24%; amb una desviacio
estandard mitja de 0,96, oscil-lant entre 0,19 i 2,21 en aquests casos. Només
un cas (9%) ha mostrat hipermetilacié de I'estroma amb un grau de 54,38%,

amb una desviacio estandard acceptable de 3,8. Mencionar que aquest cas
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amb hipemetilacié de I'estroma ha tingut una conversié de bisulfit minimament

incompleta, que posa de manifest un grau major a I'observat en el tumor (de

43,29%), degut a que la diferencia observada és només d’'unes 10 unitats el

cas es segueix considerant metilat perque si s’ajustes la conversio al grau de

metilacio obtingut estaria al voltant de 40-45. Taula comparativa dels estromes

tumorals estudiats dels casos metilats (Taula 25).

Taula 25: Resultats del grau d’hipermetilacié del promotor del gen BRCAL present en els seus
estromes estudiats dels casos metilats amb les seves desviacions estandards obtingudes

Grau d’hipermetilaci6 Desviacié estandard

12,5%
7,21%
5,64%
7,84%
8,92%
6,05%
54,38%
8,85%
7,5%
13,24%
7,73%

0,68
0,51
2,07
0,53
0,76
0,86

3,8
0,19
0,93

0,9
2,21

Imatge 15: Pirogrames d’alguns del estudis d’hipermetilacié del promotor del gen BRCA1 en
estromes dels casos metilats

Estroma no metilat (grau d’hipermetilacié de 5,64%)

Ad: GGT YGYGAGGGAAGYGTTGAGG%TAGGAAGGGGGTATT%GTGT
7 6%

500

400

300

200

100

0 I  E— it T i
E S T G T C A G T C

Estroma metilat d’'un 54,38%

C1: GGTYGYGAGGGAAGYGTTGAGGATTAGGAAGGGGGTATTGAGTGT
50%

400

A T G T C G
15

579

300

200

|
: L

-100
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Taula 26: Resultats del grau d’hipermetilacié del promotor del gen BRCAL present en els tumors
en comparacio amb els resultas obtinguts en els seus estromes estudiats

Teixit tumoral Estroma no tumoral

42,71% 12,5%
58,11% 7,21%
33,59% 5,64%
29,41% No estudiat
45,14% 7,84%
24,38% 8,92%
36,61% 6,05%
43,79% 54,38%
20,67% No estudiat
43,29% 8,85%
29,39% 7,5%
44,06% 13,24%
42,14% 7,73%

Els resultats globals de la presencia de les diferents alteracions moleculars que
s’han trobat en la nostra cohort de pacients amb cancer de mama triple negatiu
es mostren en la Taula 26. Mencionar que només s’ha trobat un cas en que
coexisteixen dues de les alteracions moleculars estudiades, que correspon a
una hipermetialcié del promotor del gen BRCA1 amb una mutacio del gen
PIK3CA de I'ex6 20 (Taula 27).

Taula 27: Parametres moleculars dels cancers de mama triple negatius de la serie (N=60)

Estudi molecular Resultat N° casos % casos
Wild-type 60 100%
Hipermetilacid 13 21,67%
No metilacio 47 78,33%
Wild-type 54 90%
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Taula 28: Relaci6 dels resultats moleculars en tots els casos de la série (N=60)

MUTACIO EGFR MUTACIO PIK3CA METILACIO BRCA %
WT WT NEG 5,57
WT WT POS 42,71
WT WT NEG 6,66
WT WT NEG 1,21
WT WT NEG 2,62
WT WT NEG 3,02
WT WT NEG 4,59
WT WT NEG 6,1
WT WT POS 58,11
WT WT NEG 2,71
WT WT POS 33,59
WT WT NEG 3,93
WT Ex6 20 p.H1047L ¢.3140 A>T 43% NEG 3,34
WT WT NEG 2,15
WT WT NEG 6,26
WT WT NEG 2,26
WT WT NEG 2,37
WT WT NEG 2,77
WT WT NEG 2,69
WT WT POS 29,41
WT WT NEG 3,54
WT WT NEG 2,07
WT WT POS 45,14
WT WT NEG 2,29
WT WT NEG 1,39

p.G719A (18%,ex6 18) — WT WT NEG 2,2
WT WT NEG 3,68
WT WT NEG 1,61
WT Ex6 20 p.H1047R ¢.3140 A>G 26% NEG 1,41
WT WT POS 24,38
WT WT NEG 3,88
WT WT NEG 2,67
WT Ex6 9 p.E524Kc.1624 G>A 15% C — T NEG 2,24
WT Ex6 20 p.H1047R ¢.3140 A>G 36% POS 36,61
WT WT NEG 3,21
WT Ex6 20 p.H1047R ¢.3140 A>G 56% NEG 2,27
WT WT NEG 3,52
WT WT POS 43,79
WT WT NEG 4,7
WT WT POS 23.1
WT WT NEG 3,14
WT WT NEG 3,51
WT WT NEG 3,08
WT Ex6 9 p.E545K ¢.1633 G>A 32% C-T NEG 3,49
WT WT NEG 3,42
WT WT NEG 3,22
WT WT NEG 9,18
WT WT NEG 3,08
WT WT NEG 3,36
WT WT NEG 2,44
WT WT POS 43,29

p.L858R (8%, exd 21) — WT WT NEG 1,09
WT WT POS 29,39
WT WT NEG 3,25
WT WT POS 44,06
WT WT NEG 2,63
WT WT NEG 4,74
WT WT NEG 3,4
WT WT NEG 3,68
WT WT POS 42,14

WT: “Wilde tipa” o abséncia de mutacio; NEG: negatiu o abséncia d’hipermetilacio; POS: positiu o preseéncia
d’hipermetilacio.
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CORRELACIO DE TOTS ELS RESULTATS

En correlacionar els diversos resultats obtinguts en les diferents tecniques
immunohistoquimiques i moleculars realitzades es poden observar varies
coexpressions que tot seguit especifiquem.

En relacionar els casos amb mala evolucié pel cancer de mama, és a dir, que
hagin mort o desenvolupat metastasis per a cancer de mama, amb els resultats
immunohistoquimics de marcadors basals estudiats (CK5/6 i EGFR) i la
possible presencia de mutacions del gen BRCAL (Taula 28), s’observa que un
90% (9/10) mostren positivitat per un o els dos marcadors basals i que nhomés
en dos d’aquests casos es va estudiar la possible preséncia de mutacio
patogenica de BRCAL, observant-la mutacié en un d’ells (els 8 casos restants
amb mala evolucié clinica no tenien l'estudi realitzat). Mencionar que, de la
resta de casos un 68% (34/50) també van mostrar expressié d’'un o els dos

marcadors basals, sense associar-se a mala evolucio clinica.

Taula 29: Relacié d’algunes dades dels pacients morts per cancer de mama i els resultats dels
estudis immunohistoquimics de CK5/6 i EGFR

Tumor Data SPV BRCA
CDI NOS diag PR (UENS) Cal SEAR mutat
Grau Il Jul-07 Jul-12 48 Neg Neg NS
Grau Il Oct-08 Ago-09 10 Neg Pos NS
Grau Il Nov-09 Set-13 46 Pos Pos BRCA1
Grau Il Dec-10 Dec-13 36 Pos Pos NS
Grau Il Set-06 Gen-12 64 Pos Neg NS
Grau lll  Gen-07 Ago-08 19 Neg Pos NS
Grau lll  Maig-07 Juny-12 61 Pos Pos NS
Grau Il Set-07 Marg-12 54 Pos Pos NS

Grau | Abr-08 Me;%sltgss 92 Neg Pos No inf
Grau lll Oct-11 Dec-13 23 Pos Pos NS

Diag: diagnostic; SPV: supervivéncia; Neg: negatiu o abséncia d'expressio; Pos: positiu 0 expressio
immunohistoquimica present; NS: no estudiat; No inf: abséncia de mutacié patogénica coneguda.

En mirar si s’observa relacio entre els casos amb mutacié patogenica de BRCA
coneguts i I'estat dels marcadors immunohistoquimics basals realitzats (Taula
29), s’observa que en un 80% (4/5) dels casos s’acompanyen d’expressio de
CK5/6 ilo EGFR. Mencionar, que I'inic cas que mostra abséncia d’expressio de

marcadors basals es tracta del cas amb mutacié patogenica de BRCA2.
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Taula 30: Estat d’expressio dels marcadors basals immunohistoquimics estudiats en els casos
amb mutaci6 patogenica de BRCA coneguda

BRCA1 BRCAl1 BRCA1l BRCA1
VS| ex6 11 Framship Gran deleci6

Mutacio BRCA2

CK5/6 Pos Pos Pos Pos Neg
EGFR Pos Pos Pos Neg Neg

VSI: variant de significat incert; Pos: positiu o preséncia d’expressié immunohistoquimica; Neg: negatiu o abséncia
d’expressié immunohistoquimica.

Malgrat el 53.33% dels casos mostren sobreexpressié immunohistoquimica
d'EGFR en qualsevol grau (és a dir, major a un 1% de les cel-lules
neoplasiques), en cap dels casos s’ha detectat mutacié activadora del gen
EGFR en els exons estudiats.

En comparar els casos amb preséncia d’hipermetilacié de la regié promotora
del gen BRCA1l i mutacio en l'estudi de linia germinal del gen BRCAL,
s’observen que 2 dels 60 casos (3,33%) tenen les dues alteracions,
corresponents a un grau d’hipermetilacio de 42,71% amb una mutacio de
variant de significat incert BRCALlf 156 vsi (mutacid vsi) i un grau
d’hipermetilacio de 58,11% amb una mutacié BRCA1 F 35 (mutacio nonsense)
(Taula 30).

Quan s’associen els casos amb mutacio del gen PIK3CA i I'expressio
immunohistoquimica dels receptors d’androgens, s’observa que 3 dels 60
casos (5%) de tota la cohort tenen les dues alteracions. Aix0 correspont a un
50% (3/6) dels casos amb mutacié del gen PIK3CA i a 42,86% (3/7) dels casos
amb receptors d’androgens positius. Aquests tres casos corresponen a
mutacions en I'exd 20 (una p.H1047L i dues p.H1047R) i amb una expressio
nuclear de receptors d’androgens destacable (intensa en un 80%, moderada en
un 75% i intensa en el 98% de cél-lules neoplasiques, de cada un dels casos)
(Taula 31).

En mirar les caracteristiques clinicohistologiques i immunohistoquimiques més

rellevants en els casos amb expressio de receptors d’androgens (RA+ >30%

independent de la intensitat) no s’observen relacions significatives (Taula 32).
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Quan s’associen les alteracions dels resultats moleculars observades amb

resultats immunohistoquimics i dades cliniques tampoc s’observen relacions

significatives.

Taula 31: Caracteristiques clinicopatologiques i immunohistoquimiques en els casos amb
hipermetilacié del promotor del gen BRCA1

Grau Estudi
hipermetilaci6  mutacional

BRCA1 BRCA
42,71% MUTAT
58,11% MUTAT
33,59% NS
29.41% NS
45.14% NS

24.38% NS
36,61% NS

43.79% NS
20,67% NS

43.29% NS

29.39 NS
44.06 NS
42.14 NS

Edat
diag

24
39
76

68
60

38

44

55
59

70

27

90

72

Tipus i grau
histologic
CDI NOS 11l

CDINOS 1l
CDINOS 1l

CDINOS 1l

CDINOS I
Car
medul-lar
atipic Il
Car
metaplastic
]

CDI NOS 1l
CDI NOS 1l
Car
medul-lar 11l
+CID
Car
medul-lar 11l
CDI NOS 1l
+CID

CDINOS 1l

SPV
(mesos)

86
89
48
36 mort per
mama
117

112

84

103
102

96

Desconeix

13 (mort no
mama)
23 mort per
mama

KI67 CK5 EGFR RA

> > > >>

> > P

A

A

M

2

2

1

2

Neg
Neg
Neg

Neg
Neg

Neg

Neg

Neg
Neg

Neg

Neg
Neg

Neg

Diag: diagnostic; SPV: supervivencia; NS: no estudiat; CDI NOS: carcinoma ductal infiltrant de tipus no especific; Car:
carcinoma; CID: carcinoma intraductal; Neg: negatiu o abséncia d’expressio.
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Taula 32: Caracteristiques clinicopatologiques i immunohistoquimiques en els casos amb
mutacio en algun dels exons estudiats del gen PIK3CA

PIK3CA T ) SPV KI67 CK5 EGFR
Histologic
Ex620 w
p.H1047L c.3140 [ RIE:E) Iﬁaj: g’gﬂi‘:’gg Bln(]r;‘r(r’]r;)"o M 0 2
AST 43%
=2t (noluléDl
p.H1047R c.3140 [NV coiNosH R 7 A O 3
ASG 26% )
anys despres)
9-542
T 15% CDI NOS il 19 mort per
p.E524Kc.1624 [ NINES preQT mama A0 €
G>A
Ex6 20 Car metaplastic N
FERSEEVY Neg 44 productor matriu f: (S’iﬁ:‘gﬂg A2 0
A>G 36% I 9
Ex6 20
p.H1047R c.3140  [NLEIE CDI NOS Il 106 A 0 0
A>G 56%
9-545
CDI NOS Il
mutat C-T 32%
p.E545K c.1633 (RS volp 1oz S s
Angiolimf

G>A
Diag: diagnostic, SPV: supervivéncia; Neg: negatiu o abséncia d'expressio; CDI NOS: carcinoma ductal infiltrant de
tipus no especific; Angiolimf: angiolimfatica present; CID: carcinoma intraductal; preQT: quimioterapia prévia a cirurgia.

Taula 33: Caracteristiques clinicopatologiques i immunohistoquimiques en els casos amb expressié de
receptors d’androgens (RA>30%)

Edat Grau i tipus

: ISy oy Necrosi pT  Ganglis PIK3CA BRCA KI67 CK5
diag histologic
10 mort
93  CDINOSIII Neg pT4d NS e Neg NS A 0
Car
83  metaplastc  Neg pT2  OR2 Glm”:r’:ano Mutat NS M O
+CID necrosi
112
(Nou
62 CDINOS 1l Neg pT2 0/34 contralat Mutat NS A 0
CDI RH+,
7anys)
53 CDINOSII  Min pT2 06 106 Mt N A 0
CDI 1l
72 . : Neg pT2 7112 103 Neg NS B 0
micropapil- lar
97
(Antec
64 cLin Mod pTla NS ipsilat CDI Neg NS A 0
RPG+,
12anys)
40 CDI NOS Il Neg M 1/15 54 mort per Neg NS A 2

+CID necrosi pT1 mama
Diag: diagnostic, SPV: supervivéncia; Neg: negatiu o abséncia; CDI NOS: carcinoma ductal infiltrant de tipus no
especific; Car: carcinoma; CID: carcinoma intraductal; CLI: carcinoma lobel-lar infiltrant; Neg: negatiu o abséncia; Min:
minima; Mod: moderada; NS: no estudiats; Contralat: contralateral; Ipsilat: ipsilateral; antec: antecedent; RH: receptors
hormonals; RPG: receptors de progesterona; Pos: positiu; No inf: no informatiu.
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El cancer de mama és una malaltia heterogénia a nivell morfologic, clinic i
biologic amb diferents subgrups. El recent interes en el subtipus conegut com a
cancer de mama triple negatiu (TNBC), al qual li manca I'expressié de
receptors hormonals (d’'estrogens i progesterona) i d'Her2, i que oscil-la
aproximadament entre el 10-17% dels cancers de mama (en algunes series
aguests percentatges es troben en un rang més ampli entre 6-28%, en part
probablement influenciades al llindar utilitzat per a considerar I'abséncia
d’expressio de receptors hormonals d’estrogens i progesterona), ha despertat
el nostre interés en intentar veure que passava amb les pacients amb TNBC

diagnosticades en el nostre servei.

Es tracta d'un estudi retrospectiu que mostra els resultats de la nostra cohort,
els quals sabem que estan subjectes a un biaix, degut a la naturalesa
retrospectiva i a la petita mida de la mostra, malgrat tot en relacionar els
resultats obtinguts en la nostra cohort de pacients amb TNBC i els resultats
descrit en la literatura, sobretot centrant-nos en algunes series (Bauer, 2007,
Viale, 2009; Spitale, 2009; Thike, 2010; Elsawaf, 2013) (Taula 33), s’han

trobat valors en general superposables, que tot seguit es descriuen en detall.

En relacié a les dades clinigues i _quirdrgigues, mencionar que en la nostra

cohort s’ha observat una afectaci6 mamaria amb discret predomini en mama
esquerra (53,33% mama esquerra versus 46,67% mama dreta), sent aquest
valor similar al descrit en la série Suissa de carcinomes a mama esquerra en el
58,9% versus el 41,1% de mama dreta (Spitale,2009) , probablement aquesta
coincidéencia és anecdotica.

Per una banda, pel que fa a I'abordatge quirargic local realitzat, tal i com és
d’esperar, predomina la cirurgia conservadora, havent-se realitzat en la nostra
cohort un 75% de tumorectomies versus el 23,33% de mastectomies, sent
aguests valors proxims a la série Italiana (Viale, 2009) en la que un 83,1% van
ser sotmeses a tumorectomia versus un 16,9% que van ser sotmeses a

mastectomia.
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Per altra banda, el resultat de I'estudi axil-lar és freqientment negatiu, és a dir,
predomina l'abséncia de metastasis ganglionars axil-lars, sent els nostres
valors d’'abséncia de metastasis en un 65% de la cohort versus la presencia de
metastasis en un 21,7%, resultats similars als descrits en la série Alemanya
(Elsawaf, 2013) d'un 60% de casos amb ganglis negatius versus al 38% de
casos amb ganglis metastatics.

El TNBC frequientment es diagnostica en dones joves (< 50 anys) (Viale, 2009;
Thike, 2010), malgrat tot, en la nostra cohort només un 28,33% de les pacients
tenien una edat menor o igual a 50 anys en el moment del diagnostic,
concretament s’han diagnosticat un 10% de les pacients en edat menor de 40

anys i un 18,33% en edat compresa entre els 40 i 50 anys.

A nivell anatomopatologic, els TNBC tenen un gran diametre tumoral, major

grau d’indiferenciacié, major index proliferatiu, frequent necrosi central i sén
predominantment de subtipus ductal (Riccardi, 2015) ; sent algunes d’aquestes
caracteristiques presents en la nostra cohort.

La majoria dels tumors son de tipus histologic carcinoma ductal infiltrant de
tipus no especific (CDI NOS) en un 68,33%, seguit de carcinomes de tipus
medul-lar (medul-lar pur, atipic o amb trets medul-lars) només en un 20%,
aproximant-se aquests resultats a les dades descrites en la literatura on el 70%
sén CDI NOS i fins un 21,96% sén carcinomes medul-lars o medul-lars atipics
(Zhang, 2013).

Aixi mateix, la majoria de carcinomes son d’alt grau histologic (un 85% son
pobrament diferenciats — grau lll), tal i com es descriu en algunes séries, on
aproximadament tres quartes parts de les cohorts s6n carcinomes pobrament
diferenciats (Bauer, 2007; Viale, 2009; Thike, 2010).

Ara, si fem referencia a la mida tumoral i la necrosi, aproximadament la meitat
de casos son major de 20 mm (45%) i I'altra meitat son menor o igual a 20 mm
(46,67%). En la literatura hi ha discrepancia en la mida tumoral predominant,
sent els nostres resultats més similars a les series Europees (Viale, 2009;
Spitale, 2009), que no en la serie Japonesa (Thike, 2010). Igual que
aproximadament la meitat dels casos de la nostra cohort mostren algun focus
de necrosi (46,67%) i I'altra meitat no mostren cap area de necrosi (53.33%);

aproximant-se aquests resultats meés a la serie Alemanya (Elsawaf, 2013) on al
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voltant de la meitat dels casos tenen necrosi i I'altre no; que no pas a altres

series, com la Italiana o la Japonesa (Viale, 2009; Thike, 2010) , on predomina

la necrosi.

Taula 34: Comparativa de diversos parametres clinicopatologics descrits en diferents series amb

pacients amb cancer de mama triple negatiu

L-

Parametres Nostra Bauer Spitale Viale Thike Medina Elsawaf
clinicopatologics cohort 2007 2009 2009 2010 2011 2013
Pais Espanya | California | Suissa Italia | Singapur | Méxic | Alemanya
N°pacients 60 6370 90 284 653 469 142
Edat Mitja
(anys) 59,2 54 58,5 53 49,2 53
<40 anys 10% 12,2% 11,1% 15%
- 0,
ggysso 18,3% 24,4% 24,4% 51.8% 30%
>50 anys 71,7% 63,4% 64,5% | 48,2% 54%
e onel 1%
esconeix
Mida tumor Mitja 227 22 26 29
(mm)
<20 mm 46,7% 48,1% 45,1% 26% 87,3%
>20 mm 45% 51,9% | 53,8% 70% 12,7%
e onei | 8:3% 11% | 4%
esconeix
Subtipus CDI NOS 68,3% 91,9% 92% 85.3% 85%
Medul-lar 20% 1,1% 2%
1 0, 0,
Altres 11,7% 7% 6% 14.7% 15%
Grau | 3,3% 3,1% o 0,7% 2% 4,1% 0
histologic i 10% | 157% | M 88w | 20w | 175% | %
1l 85% 76,3% 75,9% 84,9% 70% 78,5% 84%
e onei | LT% 4,9% 56% | 1%
esconeix
Necrosi Present 46,7% 63,3% 98% 48,6%
Absent 53,3% 36,6% 2% 48,6%
58 _ 2,8%
esconeix
Angiolimfatica | Present 13,6% 11.1% | 24.3% 29% 36.1%
Absent 86,4% 88.9% 74.6% 71% 63.9%
£ onei 1.1%
esconeix
Ganglis Negatius 65% 51,1% | 58,5% 49% 60%
axil-lars Positius 21,7% 37,7%% | 40,5% | 40% 38%
e onei | 13:3% 11,2% | 1% 11% 206
esconeix

Se sap que son infrequents la presencia d'imatges d’invasio, tal i com es

reflecteix en les diverses series; troballa concordant en la nostra cohort, on

nomeés 13,33% i 5% mostren imatges d’invasié angolimfatica i perineural,

respectivament.
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El cancer de mama triple negatiu t¢ un mal pronostic amb un curs clinic
agressiu, conegut sobretot pel curt temps entre la recaiguda tumoral i la mort,
aixi com la frequent progressio/recurréncia tumoral amb metastasi a distancia,
particularment a nivell visceral (sobretot de pulmo i cervell), per disseminacio
hematologica, entre el primer i tercer any després del diagnostic (Reis-Filho,
2008). Pel que fa a la nostra cohort, encara que hi ha pocs casos que han
progressat un 16,67% (10/60), practicament tots (excepte 1) han mort en un
interval d’entre menys d'un any i cinc anys. La forma de progressio
predominant a sigut la metastasi a distancia (en 8 dels 10 casos, nomeés 2 han
mostrat progressio local Unica), sent la localitzaci6 més frequent de les
metastasis viscerals, a pulmo i cervell (en 6 dels 8 casos), seguit de metastasis
a os, fetge, ganglis no axil-lars i suprarenal. Només un cas de la cohort ha
progressat amb metastasis 0ssies, pero continua viu, després de 92 mesos de

seguiment amb tractaments quimioterapics.

Malgrat actualment I'Gnic tractament reconegut és la quimioterapia sistemica,
s’ha observat que en aquells casos amb quimioterapia neoadjuvant en que
després de la quimioterapia queda malaltia residual aixd0 determina una pitjor
supervivéncia, a diferéncia dels casos amb resposta patologica completa
(Schneider, 2008) . En la nostra cohort només 5 casos (8,33%) han rebut
tractament quimioterapic previ a la cirurgia, amb estadiatges patologics
variables pero en general restant una mida tumoral considerable (2 casos amb
mides tumorals d’entre 5mm i <20mm “ypT1”, i 3 casos amb mides tumorals
>20mm “ypT2”).

En relacié als estudis immunohistoquimics realitzats comentar que, tal i com ja
s’ha mencionat, els TNBC sén tumors amb alt index proliferatiu, com per
exemple es descriu en la série Suissa (Spitale, 2009) , on tres quartes parts de
la seva cohort tenen un index proliferatiu mesurat amb Ki67 major al 20% de
les cel-lules neoplasiques. En la nostra cohort el percentatge ascendeix una
mica més, sent del 83,33%, probablement influenciat pel llindar de tall al 14%.
Un valor alt de Ki67 s’associa a pitjor pronostic i a factors pronostics adversos
(com alt grau histologic, afectacié ganglionar i receptors hormonals negatius),

considerant-se el seu valor com un important factor pronostic en la presa de
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decisions terapeutiques. Ara, el problema esta en la seva marcada variabilitat
intra i interobservador, al ser un resultat “patoleg-dependent”, sobretot en els
valors intermitjos; sense acostumar-hi a haver problemes en els extrems que
determinen els tumors de baix i alt grau. Els dltims acords (Consens de Sant
Gallen 2015) en relacié a qué s’ha de considerar un index proliferatiu de Ki67
alt en cancer de mama, semblen posar el llindar al 14%, amb un comentari que
“els valors s’han d’adaptar als propis resultats del centre, establint que si la
mitjana de Ki67 en un centre és del 20%, la presencia de <10% de cél-lules
amb positivitat nuclear per a Ki67 es podria considerar baix grau o més del 30%
alt grau, establint aixi els limits entre baixa i alta activitat proliferativa” (Coates,
2015).

Els carcinomes de mama triple negatius (TNBC) comparteix varies
caracteristiques biologiques i cliniques amb els tumors basal-like (BL), encara
gue no son sinonims i la seva diferéncia no és sistematica, hi ha diversos
aspectes rellevants que representen matisos de diferenciacié. S’ha de tenir
present que el TNBC es una malaltia heterogenia que amaga una altra
classificacio subsidiaria que inclou diverses entitats amb comportaments clinics
potencialment diferents, amb diferents histories naturals i sensibilitat a farmacs;
mentre que el BL és una malaltia amb entitat propia, que ja hem apres a
reconeixer i que probablement la seva descripcidé seria un primer exemple
d’aquesta fragmentacio, que probablement no representa més que l'inici d’'una
evolucio descriptiva.

Tal i com estem dient, el solapament entre carcinoma “basal-like” i “triple
negatiu” es molt alta, tant des del punt de vista clinic, com morfologic i
immunohistoquimic. Mentre que I'expressié en el carcinoma “triple negatiu” és
molt clara i es refereix amb I'abséncia d’expressié immunohistoquimica de
receptors hormonals i d’Her2; la definicié de carcinoma “basal-like” no és tant
clara, ja que en realitat deriva de l'analisi de microarrays, pero la seva poca
aplicacio rutinaria a creat la necessitat de diferents propostes de marcadors
immunohistoquimics per tal de poder-los identificar.

Geneticament es coneix que la correlaci6 no es completa entre els tumors
“basal-like” i a través d’expressio d’arrays nomes el 85% dels TNBC sén BL,

encara que els dos s’associen a major recurréncia i menor supervivencia.
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La prevalenca de carcinomes de mama “basal-like” és al voltant del 15% de
tots els cancers de mama i s’ha demostrat que I'expressié de queratines basals
té un valor pronostic independent de la mida tumoral, el grau i I'estadi
ganglionar, pero aquest pronostic no es manté quan es compara amb altres
tumors d’alt grau negatius per a receptors hormonals sense fenotip basal
(GEICAM, 2010).

Des del punt de vista immunohistoquimic BL es caracteritza per un peffil
“immunohistoquimic de triple negatiu” al que se li suma I'expressiéo de
determinats marcadors basals, motiu pel qual en els Ultims anys s’estan
intentant crear panells per a diferenciar-los. Alguns simplement formats per CK
basals, altres CK5/6 i EGFR, altres afegint marcadors com la vimentina o
marcadors de cel-lules mioepitelials (com I'actina de muscul llis i CD10), pero la
gran diversitat en els seus resultats, el poc coneixement del seu significat i la
manca d’acord, fa que el terme patologic definit immunohistoquimicament de
“fenotip basal-like” no hagi d’impactar en la decisi6 clinica terapéutica (Livasy,
2006; Rakha, 2009).

La caracteritzacio dels tumors tipus “basal-like” parteix d’estudis en la decada
dels 80 i principis dels 90 que van posar per primer cop de manifest la
preséncia d'un grup de carcinomes de mama amb expressio de citoqueratines
basals (CK5 i CK14) i vimentina. Palacios va descriure un grup de carcinomes
ductals d’alt grau, amb absencia d'expressidé de receptors hormonals i
d’expressio de catenina P (marcador de cél-lules basals), que, a més,
mostraven un patré de creixement caracteristic, amb una zona central de
necrosi /o elastosi rodejada per ribet periferic de cel-lules neoplasiques.
Aquests tumors presentaven expressid de marcadors mioepitelials i mal
pronostic, amb predisposici6 a major disseminaci6 hematogena amb
metastasis pulmonars i cerebrals, que no pas a ganglis axil-lars i os. Els estudis
de microarrays mostraven com aquest grup de tumors expressaven gens que
normalment s’expressen en cel-lules basals i mioepitelials de la mama normal.
Al 2004 Nielsen proposa un panell limitat format per RE, RPG i Her2 negatius
amb positivitat per CK5/6 i/o EGFR. Al 2008 Reis-Filho descriu que no tots els
carcinomes BL sén TNBC ni no tots els TNBC son BL, de manera que quan
s’estudien les citoqueratines basals en els TNBC només un 56-84% dels

mateixos les expressen, tenint aquests una supervivencia lliure de malaltia
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sensiblement més curta que en els TNBC sense diferenciacio basal; i permeten
aixi identificar un subgrup de carcinomes amb fenotip basal-like i
caracteristiques biologiques diferents del grup general de TNBC, amb un
pronostic meés agressiu i amb diferent predisposicio de resposta a determinades
quimioterapies.

A més, de les citoqueratines basals i EGFR, el carcinoma “basal-like” dins del
grups de TNBC s’associa a expressié de gens de proliferacié i des del punt de
vista immunohistoquimic, també hi ha diferéncies significatives en quan a
I'expressio de marcadors de proliferacié (Ki67) i la mutacié de p53, que sén
més alts i més frequient en el carcinoma BL que en els TNBC (GEICAM, 2010).

En la nostra cohort s’ha observat que un 73,33% (44/60) dels cancer de mama
triple negatius son basal-like per expressido immunohistoquimica de CK5/6 i/o
EGFR, sent aquest valor aproximat al descrit en la literatura, de que entre el
60-70% de TNBC so6n BL (Tilch, 2014; Sood, 2014) . S’ha vist que normalment
els TNBC que expressen CK5/6 i EGFR (marcadors immunohistoquimics de
cel-lules basals) es relacionen amb un mal pronostic i frequent associacié a
BRCA mutats. En la nostra serie en relacionar les 9 pacients mortes per cancer
de mama amb els marcadors basals, només un 11,1% (1/9) pacients no
expressava cap dels dos macadors, un 33,3% (3/9) n’expressaven un dels dos
marcadors i un 55,6% (5/9) expressaven els dos marcadors basals; mentre que
en relacionar-ho amb a la presencia de mutacié del gen BRCA1 només una de
les pacients mortes tenien la mutacio.

En desglossar els nostres resultats per les diferents positivitats
immunohistoquimiques s’observa que de les 60 pacients amb cancer de mama
triple negatiu tenen un fenotip tipus “basal-like” per I'expressié nomeés de CK5/6
(positivitat > 5% de cel-lules neoplasiques) un 55% (33/60), per I'expressio
nomeés d’'EGFR (grups 1, 2 i 3+, positivitat >1% de cel-lules neoplasiques) un
53,33% (32/60), per la coexpressido de CK5/6 i EGFR un 35% (21/60) i per
I'expressio d’'un o els dos marcadors basals un 73,33% (44/60). En comparar
aguests percentatges amb els descrits en la literatura, s’observa una gran
diversitat de resultats, oscil-lant aproximadament entre 30 i 90% de casos
positius en algun dels dos marcadors immunohistoquimics (Taula 34).

Probablement una de les principals explicacions deu radicar en la manca
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d’estandarditzacio i d’acord en a partir de quin llindar i tipus d’expressio

immunohistoquimica s’ha de considerar un cas positiu per a CK5/6 i EGFR

Taula 35: Percentatges d’expressio de marcadors basals (CK5/6 i EGFR) en diverses
publicacions

55% 53,33%
61% 72%
67% 69%
52% 31%
89% 72%
61% 86%

El receptor d’androgens (RA) és un membre de la familia dels receptors

d’esteroides, que s’expressa en més del 70% de cancers de mama i esta
implicat en la seva patogenesi. Encara que la seva expressio €s més frequent
en cancers de mama receptors hormonals positius, al voltant d’'un ter¢ dels
TNBC s6n RA positius (Riccardi, 2015).

S’observa que normalment els TNBC que expressen RA tenen trets apocrins,
s’associen a millor pronostic, sobretot en estadi precog, i a una disminucio del
risc de recidiva, sén diagnosticats en pacients de major edat i, a vegades,
s’associen a major frequencia de BRCA1/2 mutat (Riccardi, 2015) .

En la nostra cohort hem observat una expressio de receptors d’androgens del
11,67% (7/60), sent aquest valor menor al descrit en la literatura, que es troba
al voltant de 21,7% i 26,6% (Cossu-Rocca, 2015; Riccardi, 2015) ,
respectivament. L’edat mitja de diagnostic del cancer de mama triple negatiu
amb expressié de receptors d’androgens de la nostra cohort és de 66,71 anys
(oscil-lant entre 40 i 93 anys) i nomeés en una de les pacients s’ha estudiat la
possible preséncia de mutacio del gen BRCA, sent el resultat no informatiu (és

a dir, absencia de mutacio patogénica coneguda).

Una minoria de cancers de mama es consideren hereditaris (5-10%), i
d’aquests aproximadament una quarta part son deguts a mutacions germinals
de gens supressors tumorals de cancers com sén el BRCA1 i el BRCA2. Tant

els TNBC com els cancer de mama amb mutacié en linia germinal BRCA1 s6n
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freqientment de tipus basal i s’associen a mal pronostic (més d'un 15% de
tumors TNBC tenen mutacio germinal del gen BRCAL1) (Flower, 2015).
De manera que al voltant d'un 20% de tumors basal-like presenten mutacions

germinals en els gens BRCA1 i BRCA2, podent-se aixi aquestes beneficiar de

tractaments amb inhibidors de PARP i/o tractaments amb esquemes basats
amb quimioterapies de platins (Prat, 2015). En la nostra cohort només s’ha
estudiat la preséncia de mutacié del gen BRCA en un 21,67% (13/60), trobant
mutacio patogenica coneguda només en un 38,46% d’aquests casos (5/13),
observant en 4 d’ells expressié immunohistoquimica d’un o dels dos marcadors
basals realitzats en I'estudi. Mencionar, que el cas sense expressio de
marcadors immunohistoquimics basals coincideix amb una mutacioé en el gen
BRCAZ2, en lloc de BRCAL.

Els estudis actuals intenten avaluar la resposta de tractaments amb inhibidors
de la tirosin cinasa d’EGFR en pacients amb cancer de mama triple negatiu, ja
que les terapies hormonals son poc efectives. L'EGFR (receptor de factor
epidérmic tirosin cinasa) s’expressa freqientment, entre un 30-52% dels TNBC,
i pot pujar fins a un 60% en cancers tipus basal-like, associant-se a mal
pronostic (Siziopikou, 2007; Martin, 2012). Malgrat aix0, la resposta a terapies
anti-EGFR no depéen de la seva expressio immunohistoquimica, siné de la
presencia de la mutacié activadora (com son la delecio de l'ex6 19, la
substituci6 L858R de lI'ex6 21 o rarament, la mutaci6 de lI'ex6 18) i /o
I'amplificacié del gen (augment del numero de copies). El problema, es que no
s’observa correlacio entre els estudis moleculars i els resultats
immunohistoquimics (Reis-Filho, 2008; Jacot, 2011; Teng, 2011). Encara que
algun article, si que descriuen certa correlacié entre la sobreexpressio
immunohistoquimics d’EGFR i I'amplificaci6 d’aquest, sense associar-se a
presencia de mutacions (Bhargava, 2005).

Aquesta situacio de discordanca entre els resultats immunohistoquimics i els
resultats moleculars és la que trobem en la nostra cohort, on s’ha observat
expressio immunohistoquimica d’'EGFR en un 53,33% (32/60) de casos, sense
detectar cap mutacié activadora d’EGFR en els exons estudiats. Trobant aixi,
per una banda, una concordanca amb grups europeus, caucasics i japonesos

que publiquen resultats identics d’absencia de mutacions (Tilch, 2014; Grob,
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2012; Martin, 2012; Jacot, 2011; Toyama, 2008) . Mentre, que per laltra
banda, discordanca amb el grup de Singapur on troben fins a un 11,4% de
mutacions potencialment patogeniques (Teng, 2011).

Es planteja si la situacido d’aquests resultats discordants podria ser deguda a
una influencia de factors genetics i ambientals (sobretot geografics i etnics)
associats al tipus de pacient estudiat i no tant, al tipus de tumor; ja que
aguestes discrepancies d’estat mutacional també es veuen reflectides en el
cancer de pulmo no cél-lula petita, entre poblacié d’Asia de I'est i caucasica. De
manera que, malgrat es coneix una terapia dirigida per la mutacié activadora
dEGFR més comu que es troba en altres cancers, la troballa d’aquesta
mutacio no coexisteix o és molt rara en cancer de mama triple negatiu o basal-
like (Tilch, 2014; Jacot, 2011).

La via de senyalitzacié de Pi3K/AKT és la via més recurrentment alterada en
cancer de mama, encara que la mutacio del gen PIK3CA és més prevalent en
cancers de mama receptors hormonals positius 35% i Her2 positiu 23%, no és
despreciable en cancers de mama triple negatiu, on el seu rang oscil-la entre 5-
13% (Cossu-Rocca, 2015), sent la segona mutacié més freqlientment descrita
en TNBC, després de la p53, que s'observa en el voltant d'un 68% de TNBC
(Lehmann, 2015).

El 80% de les mutacions somatiques del gen PIK3CA succeeixen en tres
“hotspots”, dos situats en els codons 542 i 545 del domini helix de I'exd 9 i un
en el codd 1047 del domini cinasa de I'ex6 20 (Baker, 2012), amb predomini de
les mutacions en el domini H1047R de I'ex6 20. Els autors comenten que la
presencia de mutacions en el gen PIK3CA es relaciona amb un bon pronostic i
millora de la supervivéncia, altres no veuen efecte significatiu i inclos altres
comenten que les mutacions de I'exd 9 son independents del pronodstic pero
que les de I'exd 20 es relacionen amb un millor pronostic (Cizkova, 2012;
Barbareschi, 2007).

En la nostra cohort s’ha trobat la mutacié del gen PIK3CA en un 10% (6/60) de
casos, sent en un 66,67% (4/6) en el domini cinasa de I'ex6 20 cod6 H1047 (3
en H1047R i 1 H1047L) i un 33,33% (2/6) en I'ex6 9, un en el codo6 542 i I'altre
en el codd 545. Sent aquests valors similars als descrit en la literatura on
troben mutacié del gen PIK3CA en els TNBC al voltant del 8%, 9,8%, 12,5% i
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16,8% en diverses series de pacients de Texas i Perl, americans de
Vanderbilt, europeus de Frangca i caucasics d'Australia, respectivament
(Santarpia, 2012; Lehmann, 2015; Cizkova, 2012; Tilch, 2014) , sent més
freqientment en el domini cinasa H1047R de I'exo 20, al voltant del 70%, 90% i
44% dels casos (Cossu-Rocca, 2015; Lehmann, 2015; Tilch, 2014) . De les
pacients amb mutaciéo del gen PIK3CA un 16,67% (1/6) ha recaigut, amb
mutacié situada en domini H1047R de I'exd 20; i un 33,33% (2/6) han mort,
amb mutacions una situat en el domini H1047L de I'exo 20 i I'altre en el codo
542 de I'exd 9. De manera, que la valoracioé de si la presencia i/o situacio de la
mutacié pot influenciar en el pronostic en les pacients de la nostra cohort,
gueda una mica en dubte perqué malgrat el 50% (3/6) han tingut un bon
pronostic, les de mal pronostic han mostrat variabilitat en la localitzacié de la
mutacio; probablement influenciat pel petit nombre de casos.

En 3 casos s’ha trobat coexpressido de Receptors d’Androgens i mutacié de
PIK3CA; observant que el un 42,86% (3/7) dels casos amb expressié de
receptors d’'androgens presenten mutacié del gen PIK3CA, sent aquesta
associacio similar al que es descriu en la literatura, on en els casos de TNBC
amb RA positius la preséncia de mutaciéo de PIK3CA pot augmentar fins a un

40% versus el 4% en casos RA negatius (Lehmann, 2014) .

S’observa major incidencia de metilaci6 de BRCA1 en cancers d'alt grau

histologic, amb fenotips triple negatius, es correlaciona amb expressio de
citoqueratines basals i juga un paper significatiu en la patogenesis dels cancers
de mama basal-like esporadics. A més, la similitud genética amb els cancers de
mama portadors de mutacions germinals BRCA1 pot plantejar si la terapéutica
utilitzada en aquests podria ser Gtil en els cancers esporadics metilats (Bal,
2012).

S’ha descrit la preséncia de metilacié en el promotor del gen BRCA1 entre un
11-32% de cancers de mama esporadics (Bal, 2012) i un 30% de cancers de
mama esporadics triple negatius (Sharma, 2014), sent en algunes series al
voltant del 35% en TNBC (Bal, 2012) i que pot augmentar fins a un 60% en
TNBC de tipus medul-lar i metaplastic amb fenotip basal-like (Badve, 2011;
Reis-Filho, 2008) .
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En la nostra cohort s’ha trobat un 21.67% (13/60) de casos amb hipermetilacio
del promotor del gen BRCAL, sent aquest valor menor al descrit en la literatura.
Al concretar amb subtipus medul-lar s’observa que 3 dels 13 casos metilats sén
carcinomes “medul-lars”, sent un 23,1% dels metilats de tipus medul-lar (3/13)
0 un 25% dels medul-lars estan metilats (3/12). Mencionar que no esta descrit
ni estandaritzat un llindar a partir del qual es considera un cas hipermetilat,
degut a que l'objectiu d’aquests estudis nhomés és determinar el grau de
metilacio d’'una regio de 'ADN i no es pot saber si aquest grau produeix amb
total seguretat la no expressio d’aquest gen. Es necessiten estudis addicionals
d’expressio i altres per definir quin és el grau d’hipermetilacié que produeix
efectivament la pérdua d’expressié genica.

En estudiar els estromes mamaris no neoplasics dels casos hipermetilats, s’ha
trobat que només un dels casos (9%) mostra un grau d’hipermetilacio similar al
de la mostra tumoral. En la literatura trobem un article antic en que parla de
I'abséncia de metilacié aberrant en el teixit mamari normal (de linies cel-lulars i
sang periférica) estudiat en pacients amb cancer de mama metilats receptors
hormonals negatius (Catteau, 1999); mentre que altres articles més recents
parlen de que s’observa hipermetilacié del promotor del gen BRCA1 entre 8,3-
22% de parenquima mamari normal de pacients amb cancer de mama metilat,
trobant valors mitjos de metilacié al voltant del 34% en els cancers i del 9,25%
en el parenquima normal (Otani, 2014; Cai, 2016). Mencionar que en
comparar-ho amb la literatura no estranya la possibilitat de trobar algun
estroma metilat, perd potser si que crida I'atencié que el grau de metilacié
obtingut en I'estroma és similar al del tumor i no menor, com es descriu ens les
publicacions. En aquest cas hagués sigut interessat coneixer si existeix alguna
mutacio patogenica del gen BRCA perd es tracta d'una de les pacient no
estudiada.

Només en dos casos de la nostra cohort, coexisteix una hipermetilacié del
promotor del gen BRCA1 amb mutacié en linia germinal del gen BRCA1, sent
aguestes mutacions una “mutacio variant significat incert BRCAL1F 156 vsi, de
'ex6 12 del gen” i una “mutaci6 BRCAl1 F 35 positiu, de I'exd 11". En la
literatura es descriu que els perfils de metilacié dels tumors BRCAXx (wild-type,
pero que han de ser familia BRCA o amb variant de significat incert) s6n molt

similiars als cancers esporadics (Flower, 2015); descriu dos casos amb
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metilacid del promotor (>10% per pirosequenciacid), un BRCAL1x (molt propera
a una mutacio BRCA1 patogenica) i una variant de significat incert (BRCA1 VSI
9+16C>G), sense haver-se pogut estudiar el teixit mamari normal no tumoral
per a compara si les variacions genetiques infulencien en el teixit normal. De
manera, que encara no esta clar si la metilacié del promotor BRCAL, que és
molt heterogénia en les cél-lules tumorals, influéncia de la mateixa manera que
les mutacions patogéniques en linia germinal ni se sap realment el seu
significat; de moment només se s’esta observant que la seva presencia pot ser
un indicador de resposta a tractament amb farmacs que danyen I’ADN, com els
inhibidors de PARP, igual que succeix en les pacients amb cancer de mama
portadores de mutacio del gen BRCA (Flower, 2015).

El cancer de mama esta constituit per un grup de malalties heterogénies, i dins
d’aquesta heterogenicitat el cancer de mama triple negatiu esta format per un
conjunt d’entitats amb diferents comportaments, histories naturals i respostes a
tractaments, que probablement formant una entitat de moment massa
generalitzada.

Es necessari seguir avancant en la cerca de noves dianes terapéutiques, i, per
aixo, es precis generar noves hipotesis de treball que siguin fruit d'una
estrategia ben coordinada d’investigacio basica i translacional, que ens permeti
donar un pas endavant en el sentit de transformar una entitat que de moment
es defineix “per defecte”, en una situacié que contempli una o diverses entitats

més especifigues lligades a dianes potencialment tractables (GEICAM, 2010).
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. La piroseguenciacié és una tecnica util per a realitzar estudis mutacionals
en teixits parafinats i sobretot per I'estudi de metilaci6 de promotors, amb
una sensibilitat adequada i que permet una quantificacio, tant de mutacions

com del grau de metilacio.

. En la cohort estudiada de cancer de mama triple negatiu no s’han detectat
mutacions d’'EGFR, malgrat trobar un 53,33% de casos amb sobreexpressio

immunohistoquimica d’'EGFR.

. S’ha detectat mutaci6 activadora de les regions “hotspot” estudiades del gen
PIK3CA en un 10% dels casos, amb predomini de lI'ex6 20 i amb
coeexpressio de Receptors d’Androgens en la meitat dels casos. La meitat
d’aquests casos han tingut un bon pronostic.

. S’ha detectat hipermetilacio de la regié promotora del gen BRCAL en un
25% dels casos, coexistint un grau d’hipermetilacié de I'estroma no tumoral
similar al tumor en un dels casos estudiats. En dos dels casos metilats es
coneix la presencia d’una mutacio patogénica de BRCAL.

. L’estudi en linia germinal de BRCA1 s’ha indicat en un 21,67% de la cohort,
obtenint un resultat de mutacié patogénica coneguda en un 38,46%

d’aquests pacients (5/13).

. A nivell immunohistoquimic la majoria de casos mostren un alt index
proliferatiu de Ki67 (83,33%) i expressio de marcadors basals, CK5/6 i/o
EGFR (73,33%).

. Només un 28.33% de la cohort tenia una edat < 50 anys en el moment del

diagnostic, i d'aquestes només el 10% era < 40 anys.

. En la majoria de pacients s’ha realitzat tracatment quirdrgic conservador
amb estudi ganglionar negatiu.
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9. Histologicament, la majoria de casos son carcinomes ductals infiltrants de
tipus no especific (68,33%), seguits de carcinomes medul-lars (20%).
Mostrant la majoria un grau histologic pobrament diferenciat (85%) i casi la
meitat moderada o extensa necrosi (46,67%). Sent la mida tumoral variable
(en 45% >20 mm i en 46,67% <20mm) i les imatges d’invasié angiolimfatica

I perineurals infrequents.

10.En la cohort 10 de les 60 pacients (16,67%) han progressat, la majoria per
disseminaci6 hematdogena amb metastasis a distancia, principalment a
pulmé i cervell, i 9 d’ells han mort en un interval d’entre 1 i 5 anys des del
diagnostic. D’aquests pacients, el 89% expressaven un o els dos marcadors

immunohistoquimics de cél-lules basals.
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