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1. INTRODUCCIO

1.1. Anatomia i histologia de la prostata

La prostata €és un organ glandular fibromuscular localitzat entre la bufeta urinaria
1 el recte. La uretra travessa longitudinalment la prostata, és per aixo que la major part
de creixements anormals en aquest organ es tradueixen freqiientment en una obstruccid
urinaria V. La funcié principal de la prostata és la formacié de secrecions, que

constitueixen de la meitat a dos terceres parts del volum total de I’ejaculacid ( ~ 3 mL).

La prostata inicia el seu desenvolupament a la setena setmana de 1’embriogenesi,
a partir del mesénquima situat a la porcid inferior i posterior del si urogenital, al voltant
de la desembocadura del conducte de Wolf. La zona mesenquimal situada per sobre del
conducte wolfia donara lloc a la prostata cranial, on normalment es desenvolupa la
hiperplasia benigna de prostata (HBP) a partir dels 40-45 anys. En canvi, de la zona
mesenquimal inferior al conducte de Wolf, derivara la zona caudal de la prostata, on

s’originaran al voltant del 80% dels carcinomes prostatics (CaP).

A la setmana 31-36 de la gestacio, I’estructura basica de la prostata esta
completament formada. A la prostata fetal, els acins prostatics consisteixen en un
agregat compacte de c¢l.lules basals immadures, sovint amb metaplasia escamosa dels
conductes 1 la uretra. Després del naixement, la mida de la prostata es manté estable fins
els 10-12 anys, 1 durant la pubertat hi ha un augment considerable en la mida de la
glandula deguda als androgens. Cap als 20 anys, la prostata pesa uns 20g 1 es manté

estable uns 30 anys ),

Durant el desenvolupament embrionari existeix una interaccid important entre
les cel.lules mesenquimals 1 les epitelials, ja que la morfogenesi epitelial prostatica
induida per androgens, aixi com el seu creixement i diferenciaci6 secretora, es
produeixen per mediacié de factors trofics que provenen de les cel.lules mesenquimals

que son positives per als receptors d’androgens.

El model basic per descriure la prostata en la actualitat és el de McNeal de 1968

@ Des del punt de vista anatomic, a la prostata podem diferenciar 3 zones: zona

11



periférica (ZP), zona central (ZC) 1 zona de transici6 (ZT) [Figura 1]. La ZP és la
subunitat anatomica més gran i és on es localitza el 70% del teixit glandular. Es en
aquesta regié on sol desenvolupar-se el carcinoma de prostata (CaP) i la neoplasia
intraepitelial prostatica (PIN). La ZC conté la resta de teixit glandular de la prostata,
aproximadament un 25%, 1 envolta els conductes ejaculadors. La ZT correspon al 5%
restant de la prostata i és la regid on principalment s’origina la hiperplasia benigna de

prostata (HBP) ©).

P Zona de
transiciod

Zona central

Estroma fibromuscular
anterior

Figura 1. Esquema que representa les 3 zones que es diferencien en la prostata:
zona  periférica, zona central 1 zona de transici6. Extret de

http://www.chronicprostatitis.com

La ZT 1 la ZP mostren diferéncies a 1’expressio genica. Alguns dels gens
sobreexpressats a la ZT son: FLJ10970, SLC14A41, ASPA, BST2, FLJ20037, GAGECI, 1
COCH; 1 a la ZP son: THBS4, TFPI2, GDF15, HEPSIN, GIG2, TARP, EGRI, ADM,
COBEP, RASD1, 1 ILB1. També hi ha diferéncies en les caracteristiques de 1’estroma i

I’epiteli. Les interaccions estroma-epiteli podrien ser, per tant, responsables de la
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diferent localitzacié de les malalties de la prostata @, Hi ha gran relacid entre els gens
expressats en la zona perifeérica normal, 1 els gens sobreexpressats en el cancer de
prostata. Concretament, GDF15 i TARP s’han vist sobreexpressats en ZP 1 sobreregulats
en cancer de prostata, suggerint que hi pot haver una susceptibilitat a cancer

influenciada per la signatura de gens de la zona periferica.

Es poc freqiient la transformacié maligna a la ZT, per aixo es creu que el perfil
d’expressié d’aquesta zona pot tenir una funcid protectora, amb gens i vies especifiques

involucrats en processos antitumorals (6.7)

. Dues vies importants, reguladores del
desenvolupament, de les quals molts gens es troben preferentment expressats a la zona
de transicio, son les vies Wnt i forkhead. Les proteines secretades per la via Wnt soén
mediadores importants de la senyalitzacio cel.lula-cél.lula durant el desenvolupament i
tenen un paper important en homeostasi. Els gens forkhead son una familia de factors de
transcripcio que regulen el desenvolupament 1 tenen un paper protector en el procés de

transformaci6 oncogénica .

Des del punt de vista histologic, la glandula prostatica esta formada per un
component glandular (ZP, ZC 1 ZT) 1 un no glandular. El component glandular esta
format pels acins 1 conductes prostatics, constituits per dos compartiments
histologicament definits, el basal i1 el secretor. El compartiment basal de I’epiteli
glandular esta format per 1 o 2 capes de cel.lules indiferenciades, que es considera que
son 1’origen de les cél.lules secretores 1, per tant, es pensa que €s el compartiment que
conté les cel.lules mare. El component secretor esta format per un epiteli cilindric
pseudoestratificat. Els acins 1 conductes estan submergits en una matriu tissular
d’estroma, teixit fibromuscular, vascular i connectiu que correspon al component no

glandular @

L’epiteli de la prostata esta format per 3 tipus principals de cel.lules: cél.lules
secretores, cel.lules basals 1 cél.lules neuroendocrines. Les cél.lules secretores
diferenciades, que tenen una baixa activitat proliferativa, produeixen I’antigen prostatic
especific (PSA), fosfatasa acida prostatica (PAP), receptors d’androgens, mucina
acidica, 1 altres productes secretors. Les cel.lules basals formen una linia aplanada en la
periféria de les glandules, per sobre de la membrana basal. Separen les cel.lules

secretores dels acins prostatics del teixit estromal que 1’envolta. Aquestes cél.lules tenen
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la major activitat proliferativa de tot I’epiteli prostatic, 1 es creu que actien com a
reserva per repoblar la poblacid de les cel.lules secretores, tot 1 que no es coneix
exactament quin rol tenen en la glandula prostatica no maligna, ni queda gens clar el seu
paper en el cancer ®. S’han trobat receptors de factors de creixement epidérmic en
aquestes cel.lules, perd no en les cel.lules secretores, cosa que suggereix que podrien
tenir un paper important en la regulaci6 del creixement. Les cel.lules neuroendocrines
son el tipus cel.lular menys freqiient de 1’epiteli prostatic i normalment no es veuen en
tincions de rutina d’hematoxilina i eosina. La seva funcid no esta clara, perd sembla que
tenen un rol endocri-paracri en la regulacié del creixement i desenvolupament, similar a

\ . . 2
les cel.lules neuroendocrines d’altres organs @
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1.2. Mostreig i tractament del teixit prostatic

Les formes més freqilients d’extreure mostres de teixit de prostata son, per ordre
de freqiliencia: biopsies d’agulla, reseccions transuretrals, prostatectomies radicals i

aspirats d’agulla (10

- Biopsia d’agulla: Consisteix en fer una punci6 de la prostata amb agulles de
petit calibre (de 14 a 18 g) per extreure una mostra de teixit. Es, amb diferéncia, la
forma més freqlient d’estudiar el teixit prostatic en els laboratoris de patologia.
Sobretot, s’obtenen mostres de zona periferica, pero hi pot haver representacio de la

zona de transicio o central.

- Reseccio transuretral (TURP): S’util.litza freqiientment en el tractament de
simptomes de prostatisme en pacients amb HBP obstructiva. Consisteix en la reseccid
de parénquima prostatic a través de la mucosa uretral prostatica. Els teixits extrets per
TURP inclouen la zona de transicio, teixits uretrals i periuretrals, fragments del coll de

la bufeta i estroma fibromuscular anterior ",

- Prostatectomia radical: Consisteix en |’extracci6 total de la glandula
prostatica, que és el tractament d’eleccié en aproximadament la meitat dels pacients
amb cancer de prostata. La prostatectomia radical es pot fer amb cirurgia oberta o

laparoscopia (12)

- Cistoprostatectomia radical: Consisteix en ’extracci6 de la glandula
prostatica quan es troba un carcinoma de bufeta amb invasi6 de la capa muscular propia.
Els casos de cistoprostatectomies amb cancer de bufeta també presenten cancer de
prostata incidental en un rang molt variable, entre 10 i 60% dels casos '¥. La deteccio
de carcinoma prostatic incidental en les cistoprostatectomies radicals depén de
I’extensio del mostreig del teixit prostatic. A més, molts dels casos de cancer de prostata
detectats a les cistoprostatectomies son carcinomes dels anomenats insignificants o
clinicament indolents, normalment petits, organ confinats 1 que presenten un estadi i
grau histologic menor que la major part dels casos de prostatectomia radical. Només una

tercera part (32.8%) dels cancers de prostata incidentals, trobats a cistoprostatectomies
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radicals, es consideren clinicament significatius; mentre que dos terceres parts (67.2%)

. , . .. . 14-1
es consideren clinicament “insignificants” 41

- Autopsia: L’estudi postmortem de la prostata es fa per trobar un possible
adenocarcinoma prostatic ocult o clinicament inaparent, circumstancia que s’ha
documentat ja des de la cinquena decada U7 També en aquesta situacio, la incidéncia
de cancer en les diferents series esta condicionada per 1’exhaustivitat del mostreig

patologic.

- Aspirat d’agulla: Es va utilitzar fins al 1930, pero va caure en desus cap als
anys 60. Es un métode segur, facil i molt acurat com a técnica de diagnostic citologic,
pero els aspirats d’agulla no son recomanats com a test de screening per cancer de
prostata en homes asimptomatics ja que son poc sensibles 1 no proporcionen moltes de

les dades amb valor pronostic que aporten les biopsies d’agulla (18,19)
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1.3. Cancer de prostata

El cancer de prostata és el tumor maligne no cutani més freqiient i una de les
principals causes de mort per cancer en la poblacié masculina ®”. La introduccio de
proves de deteccio de I’antigen prostatic especific (PSA) en serum, aixi com 1’obtencio
de biopsies d’agulla ha permes augmentar el nombre de casos diagnosticats i ha
aconseguit disminuir significativament la mortalitat d’aquest tumor *". Malgrat I’elevat
impacte social que presenta, son menys els estudis moleculars realitzats sobre aquest
tipus de cancer que en altres cancers (www.ncbi.nih.gov). Algunes de les raons que
dificulten els estudis moleculars en aquest tipus de cancer serien que €s un tumor molt
heterogeni, amb una barreja de cel.lules estromals, epitelials i inflamatories 1 sovint
envoltat de glandules benignes o normals. Aix0 fa que un analisi de les proteines, acids
nucleics o altres substancies, es vegi molts cops contaminat amb teixit normal de

prostata @)

1.3.1. Historia natural del cancer de prostata

1.3.1.1. Lesions benignes de la prostata

Hi ha una gran varietat de lesions benignes que poden afectar a la prostata '°.

- Prostatitis: Es una infecci6, habitualment aguda, de la prostata, perd també pot
ser cronica 1 fins 1 tot granulomatosa. Pot coexistir amb el carcinoma de prostata i pot
ser dificil distingir entre prostatitis 1 carcinoma. Pot ser d’etologia bacteriana aguda o
cronica, i també cronica no bacteriana, que sovint és asimptomatica @3 Una de les
situacions que s’associen amb prostatitis cronica abacteriana és 1’obstruccio de les
glandules perifériques per la compressio de la hiperplasia prostatica. La prostatitis pot

incrementar el PSA séric.

- Malacoplaquia: Es un procés inflamatori poc freqilient, que resulta d’una
infeccid mantinguda, 1 pot estar associat amb immunosupressio. Es dona amb més

freqiiencia en la bufeta pero també s’ha descrit en altres teixits, inclosa la prostata @4,

- Hiperplasia benigna de prostata (HBP): Es un creixement benigne de la
glandula prostatica molt freqiient, considerat practicament com un fenomen normal en

homes d’edat avancada. La HBP pot provocar problemes com obstruccio urinaria i les
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seves conseqiiencies. Tot 1 que no hi ha una relacid causal entre HBP 1 cancer de
prostata, tenen algunes similituds: la prevalenca d’ambdés augmenta amb 1’edat, el
cancer es dona normalment en una glandula hiperplastica, i totes dues malalties son

dependents dels androgens pel seu creixement *,

- Hiperplasia de cel.lules basals: Normalment es dona en I’entorn de la HBP,

pero també s’associa a I’atrofia postinflamatoria.

1.3.1.2. Lesions precursores

Actualment, 1’nica lesid precursora reconeguda del cancer de prostata és la
neoplasia prostatica epitelial d’alt grau (HGPIN) “®, tot i que esta en discussié el paper

de la hiperplasia adenomatosa atipica 1 de 1’atrofia proliferativa postinflamatoria.

- Neoplasia prostatica intraepitelial (PIN): Es el primer estadi acceptat de
carcinogenesi, amb preséncia de la majoria de canvis fenotipics, bioquimics i genétics
del cancer, pero sense invasio de I’estroma fibromuscular. La classificacié del PIN esta

establerta en 2 grups: PIN d’alt grau i PIN de baix grau.

Tant en el PIN de baix com d’alt grau, hi ha un increment marcat de la
cel.lularitat luminal en glandules que solen conservar el contorn i les dimensions
normals, aixi com també una capa de cel.lules basals més o menys continua. Aquest
creixement intraglandular sol ser en forma de delicades projeccions papil.lars sense eix
connectiu. En el PIN de baix grau, no hi ha nucleols, els nuclis son relativament petits 1
tendeixen a aglomerar-se i condensar-se cap al centre de les papil.les. En el PIN d’alt
grau, els nuclis son grans, sovint amb nucléol prominent, i no solen reduir-se de mida ni
condensar-se cap al centre de les papil.les *”. A més de la configuracio papil.lar, en el

PIN d’alt grau, hi pot haver penalls, estructures cribiformes o creixemement pla ¥

Tot 1 que sembla ben establert que el PIN €s un precursor del cancer de prostata,
no esta del tot clara la relacié entre ambdos processos. Tanmateix, el PIN d’alt grau €s
un dels parametres a incloure en els informes patologics perque sovint s’associa amb la

preséncia d’un cancer o amb el seu desenvolupament posterior *” [Figura 2].
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Figura 2. Glandula prostatica normal (A). Les glandules presenten una capa
basal externa i una linia interna secretora. Les cél.lules son normals, sense nucléols
prominents. Neoplasia intraepitelial prostatica d’alt grau (HGPIN) (B). S’observa

engrandiment nuclear i nucl¢ols prominents, aixi com una lamina basal incompleta

La incidéncia mitja descrita del PIN d’alt grau és d’un 9% de les biopsies de
prostata, amb variacions des de 4.4% a 25% “’*?. Es troba una associaci6 entre PIN i
adenocarcinoma prostatic, ja que la prevalenca d’ambdds factors augmenta amb [’edat
del pacient, 1 el PIN precedeix I’inici del cancer de prostata en menys d’una decada.
Amb la desaparicid de la capa de cél.lules basals i la disrupcid de 1’estroma, es passaria

d’un PIN d’alt grau a un carcinoma infiltrant [Figura 3].

El PIN d’alt grau i el cancer de prostata comparteixen alteracions genetiques
similars. Per exemple, la pérdua al.lelica de 8p12-21 es freqiient tant en cancer com en
PIN 9 També trobem altres alteracions comunes com la pérdua d’heterozigositat
(LOH) de 8p22, 12pter-p12, 10q11.2, i el gen PTEN, i el guany dels cromosomes 7, 8,
10 1 12 1 el 8p24. El PIN ¢és epigencticament similar al carcinoma en el percentatge
d’al.lels metilats pels gens APC, GSTPI i RARbeta2 G132 La fusi6 molecular
TMPRSS2-ERG ¢és troba en un 50% dels carcinomes de prostata i en un 19-21% dels
casos de PIN, perd no en controls prostatics benignes, cosa que suggereix que el
reordenament molecular TMPRSS2-ERG ¢és un factor que pot precedir a les alteracions

L . s e (2,33
cromosomiques en la carcinogenesi prostanca( 43
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Figura 3. Esquema de la progressi6 de teixit prostatic normal a PIN, i a

carcinoma de prostata. Extret de Bostwick i cols. 1987 ©

Al llarg dels anys, diferents tipus de lesions han estat considerades com a
precursores del cancer de prostata, encara que s’han acabat descartant per manca
d’evidéncies. Hi ha dues lesions que es creu que podrien estar relacionades amb el

cancer de prostata, tot i que les evidéncies son menors que les del PIN d’alt grau:

- Hiperplasia adenomatosa atipica (AAH): També coneguda com a adenosi.
Es una lesi6 proliferativa caracteritzada per un actimul de petits acins, normalment en la

zona de transici6 de la prostata, i pot simular el patré d’un adenocarcinoma prostatic .

- Atrofia proliferativa postinflamatoria: La presencia d’inflamacié indueix
per una banda atrofia glandular. L’epiteli glandular pot respondre a aquesta atrofia amb
senyals proliferatives, donant lloc a hiperplasia postatrofica. En aquest procés
proliferatiu, es creu que els radicals lliures generats per la inflamaci6 i altres factors
podrien induir canvis moleculars que constitueixen les primeres fases del
desenvolupament d’un cancer. Més que un factor de risc, aquests canvis associats amb

Iatrofia i la inflamaci6 s’han relacionat amb la patogénia del cancer de prostata ©*),

1.3.1.3. Lesions malignes de la prostata

- Adenocarcinoma prostatic: Representa el 95% dels cancers de prostata. La

disposicid arquitectonica i ’aparenca de les cel.lules tumorals depén del grau del tumor

20



1 la barreja de cel.lules benignes 1 malignes és més freqiient que en tumors d’altres
organs. Les caracteristiques nuclears, com pot ser creixement, nucleols, perdua de
polaritat i aglomeracio son els criteris emprats en el diagnostic de malignitat '*. La
major part dels adenocarcinomes son de fenotip acinar, pero hi ha també

adenocarcinomes amb fenotip ductal.

L’altre 5% de les lesions malignes son tumors amb altres linies de diferenciacio:
carcinoma neuroendocri de cél.lula petita, carcinoma adenoide cistic, carcinoma

N . . . . . 2
de cel.lules escamoses, carcinoma urotelial i carcinoma sarcomatoide 26)

1.3.2. Classificacio, grau histologic i altres factors pronostic del cancer de prostata

La major part dels tumors de la prostata son adenocarcinomes de la varietat
anomenada acinar o convencional, que reprodueix els elements glandulars secretors.
L’adenocarcinoma acinar, que ¢és l’objecte del nostre estudi, es caracteritza per
glandules més o menys ben estructurades, augmentades en nombre, que estan infiltrant
I’estroma prostatic 1 han perdut la relacié amb aquest, ja que els manca la capa de
cel.lules basals que tenen les glandules normals. Degut a la gran heterogeneitat del
cancer de prostata, ¢s dificil la valoracio del comportament biologic i la correlacié de la
morfologia microscopica del tumor amb I’evolucié de la malaltia. Es per aixo, que va
sorgir la necessitat d’establir protocols de gradacié histologica. El més utilitzat de tots
és el sistema de Gleason 7. En aquest sistema, la classificacid es basa en el grau de
diferenciacio glandular i el patr6 de creixement tumoral. Al llarg dels anys els patrons
descrits per Donald F. Gleason el 1966 s’han anat ajustant per tal de millorar la
reproductibilitat i el valor pronostic 1 adaptar-los als canvis que suposa la utilitzacié de

la biopsia amb agulla.

Es discriminen 5 patrons: En el patré de Gleason 1, les glandules estan properes,
son compactes perd individuals, rodones i uniformes i amb el marge del tumor ben
definit, en canvi en els successius patrons de Gleason les glandules es van separant per
la infiltraci6 de ’estroma o be es van fusionant, ¢és a dir, es va perdent la capacitat de
diferenciacio glandular, i els marges del tumor estan menys definits. El grau final es
composa de la suma dels dos patrons predominants i s’obtenen valors compresos entre

el 2 1 el 10. Els adenocarcinomes es poden classificar en ben diferenciats (sumatoris
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entre 2 i 6), moderadament diferenciats (sumatori = 7) i mal diferenciats (valors entre 8

1 10) [Figura 4].

Figura 4. Imatge histologica dels patrons de Gleason més freqiients

El sistema de gradaci6 de Gleason ©”

s’ha correlacionat de forma significativa
amb 1’extensio local de la malaltia, la incidéncia de metastasis ganglionars i Ossies, la
resposta terapeutica i la supervivencia, i per aixo €s el sistema que s’utilitza també en

els algorismes de decisi6 terapéutica ).

Avui en dia, alguns aspectes del sistema original de Gleason s’interpreten de
manera diferent. Cap als anys 60, les prostatectomies radicals eren relativament poc
freqiients, les prostates no s’extreien senceres ni eren processades en la seva totalitat, ni
tant extensament com actualment. Alguns aspectes relacionats amb les prostatectomies

radicals, com la gradaci6é de multiples noduls en la mateixa prostata, o el fet de trobar un
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patro terciari, no es contemplaven en el sistema de Gleason original. L ’antic sistema de
Gleason tampoc contemplava 1'ls d’immunohistoquimica, que permet marcar les
cel.lules basals, ni tampoc definia com classificar variants de 1’adenocarcinoma
prostatic descrites recentment. Finalment, quan Gleason va dissenyar el seu sistema, es
va basar en mostres de reseccio prostatica, ja fos en fragments grans (“adenomectomia”)
o en mostres de reseccio transuretral, pero practicament no es feien biopsies amb agulla,
que son el principal metode d’obtencid de mostres per al diagnostic de cancer. Al llarg

del temps, s’ha anat fent adaptacions del sistema a la situacié de cada moment.

La més recent, ha estat feta per un grup de patolegs urologics (International
Society of Urological Pathology; ISUP) en una conferéncia consens a I’any 2005 ©%.
Els principals criteris que van acordar i que han esdevingut estandar es detallen tot

seguit [Taula 1] i1 [Figura 5].

El patréo 1 de Gleason es caracteritza per glandules uniformes, en masses
circumscrites, ben diferenciades, petites 1 agrupades que no infiltren els teixits veins. El
patr6 1 de Gleason ¢€s poc freqiient 1 es pot confondre amb la hiperplasia adenomatosa
atipica, lesi6 benigna amb una arquitectura 1 morfologia glandular similars, perd amb
capa basal conservada, si més no, en part. El patré 2 de Gleason és similar al 1, pero
presenta acins més separats entre si, amb moderada variacié de mida i forma, que no
infiltren entre les glandules normals. El patré 3 de Gleason ¢€s el més freqiient de tots.
Es caracteritza per glandules ovalades o arrodonides, netament separades entre si, que
infiltren el parénquima prostatic. Estan formades per cel.lules amb nucléol prominent i
citoplasma sovint molt tenyit de porpora amb I’hematoxilina-eosina. Una altra varietat
del patrod 3 es caracteritza per masses cel.lulars de contorn ben arrodonit, amb espais
glandulars regulars multiples, patré6 anomenat cribiforme regular. El patré 4 de Gleason
es caracteritza per glandules irregulars, fusionades entre si 1 mal formades, o be agregats
cribiformes irregulars. Finalment, el patré 5 de Gleason es caracteritza per la manca de
llums glandulars ben definides, ja sigui per creixement de les c¢l.lules tumorals en
cordons o de manera individual, amb o sense morfologia en anell de segell, o be en

forma de masses solides o cribiformes amb necrosi central.
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Patro 1:

- Noduls circumscrits, d’arrodonits a ovals, amb acins o glandules empaquetades
pero no fusionades 1 de mida mitja (més grans que patro 3)

Patré 2:

- Semblant a patrd 1, agregats molt circumscrits, encara pot haver-hi
minima infiltracio al voltant del nodul del tumor, amb acins més separats i
menys uniformes que al patro 1

Patroé 3:

- Glandules netament separades, normalment més petites que les descrites al patro 1
6 2. Infiltra entre els acins prostatics no neoplastics i marcada variaci6 en forma
1 mida

- Petits noduls tumorals cribiformes de contorns rodons llisos, ben regulars

Patroé 4:

- Fusio de glandules

- Glandules poc definides amb llums glandulars mal formades

- Glandules cribiformes grans amb un contorn irregular

- Aspecte semblant al carcinoma de c¢l.lules clares del rony6
(varietat “hipernefroide”)

Patro 5:

- Essencialment no hi ha diferenciacié glandular 1 les cel.lules tumorals es disposen
en cordons, agregats solids o de manera individual

- Comedocarcinoma: necrosis central en agregats papil.lars, cribiformes o solids

Taula 1. Modificacions del Sistema de Gleason (ISUP 2005) (36)
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Figura 5. Diagrama esquematic del Sistema de Gleason original (A) 1 modificat

per la ISUP I’any 2005 (B)

En el cas de les biopsies d’agulla, es va acordar que, en un cancer de prostata
d’alt grau es pot ignorar un patré de baix grau si ocupa menys del 5% de 1’area del
tumor. En canvi, en cas contrari, si es detecta una area de tumor d’alt grau, per petita
que sigui, s’ha d’incloure en el grau de Gleason. Aixi, s’ha d’informar del patré6 més
abundant 1 el patrd terciari en cas que sigui de més alt grau (es prescindeix llavors del
patr6d secundari). En canvi, en les prostatectomies radicals, es continuaria assignant el
Gleason segons els dos patrons principals 1 es faria un comentari apart del patré terciari.
Aixi, per exemple, un cas amb abundant patr6 4, una mica menys de 3 1 una petita zona

de 5 s’expressaria com 4+3 (+5) = 7 (+5 focal).
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Tot 1 els canvis d’adaptacio del Sistema de Gleason, 1 la moderada
reproductibilitat interobservador que té, després de 40 anys és un dels predictors

pronostics més importants en cancer de prostata.

Per tant, una acurada gradacié del Gleason €s un factor pronostic crucial per
decidir el tipus de tractament, com pot ser, prostatectomia radical, radiacid o vigilancia
activa, ja que el grau de Gleason esta associat amb 1’agressivitat i pronostic del cancer

de prostata @,

Per altra banda, també és molt important la classificacio segons I’estadi del
tumor, és el sistema TNM (tumor- nodul- metastasis), que inclou: la mida del tumor i el
creixement local (T), I’extensid cap a noduls o ganglis limfatics metastatics (N); 1 la
presencia de metastasis (M). Els tumors es classifiquen segons la mida del tumor de T1
a T4; els noduls de NO a N3, 1 les metastasis MO o M1. A la Taula 2 es mostra un

esquema general de la classificacio TNM “?,

Tumor primari (T)
TX: El tumor no es pot avaluar
TO: No hi ha evidéncia de tumor
Tis: Carcinoma in situ
T1,T2,T3,T4: Increment de volum i/0 extensio local del tumor
Ganglis limfatics metastatics (N)
NX: El gangli no es pot avaluar
NO: No hi ha evidéncia de gangli
N1, N2, N3: Increment dels ganglis limfatics
Metastasis a distancia (M)
MX: Preséncia de metastasis no es pot avaluar
MO: No hi ha metastasis a distancia
M1: Presencia de metastasis a distancia

Taula 2. Classificacidé TNM en tumors de prostata. Extret de Cowherd 2012 (40)

1.3.3. Métodes de deteccio clinica del cancer de prostata

La prostata és un organ que es troba relativament amagat 1 és més dificil

d’explorar que altres, com la glandula mamaria o el colon. Per la deteccio clinica del
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cancer de prostata s’utilitzen habitualment dos procediments, el tacte rectal 1 la

quantificacio de les xifres de PSA en serum.

-Tacte rectal: Com que la major part dels CaP s’originen a la zona periférica 1
tenen una consistéencia augmentada respecte a la prostata normal, classicament
s’explorava la prostata per palpacié a través del recte. Tanmateix, aquesta técnica
detecta sobretot els tumors de la zona periférica posterior 1 se li solen escapar tumors
d’altres localitzacions. Per aixo, i per 1’aparicio del PSA, el tacte rectal avui s’aplica

més per determinar si existeix extensio extraprostatica del tumor.

- Antigen prostatic especific (PSA): La possibilitat de fer un test de sang per
estudiar I’antigen prostatic especific ha revolucionat el diagnostic del cancer de prostata
des de fa 3 decades. El PSA ¢és una glicoproteina de 237 aminoacids produida
practicament de forma exclusiva en les cel.lules epitelials prostatiques, que ¢€s alliberada
a la sang com a conseqiiéncia d’una disrupcié de I’arquitectura de la prostata @D La
produccido de PSA esta sota control dels receptors d’androgens. Es va establir que
nivells de PSA més alts de 4ng/ml eren sospitosos de cancer de prostata. El problema ¢€s
que el PSA és organ especific més que tumor especific, 1 també pot estar elevat en altres
situacions diferents de cancer, com la prostatitis o la HBP. Per aixo avui en dia, 1’Us dels
valors de PSA com a meétode de deteccid precog del cancer de prostata €s objecte d’una
gran controversia 1 s’ha vist a més que, amb aquest parametre es pot produir un

sobrediagnostic, 1 per tant, un sobretractament en molts casos “2),

1.3.5. Varietats clinico-patologiques del cancer prostatic

En funcié del context clinic en el que es presenta o d’una serie de variables

cliniques 1 patologiques es distingeixen diverses categories de cancer de prostata:

- Carcinoma clinicament significatiu: Son la major part dels tumors tractats
pels clinics. Aquests tumors es defineixen com a carcinomes detectats clinicament (per
tacte rectal) amb grau de Gleason > 6 i1/0 volum > 0.5 cc i/o amb extensio

extraprostatica i/o metastasis.
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A més d’aquest tipus de cancer prostatic convencional 1 amb repercussio clinica,
s’han creat unes categories un tant arbitraries, que tenen pero com a objectiu identificar
subgrups de tumors prostatics que podrien ser susceptibles de tractaments més

conservadors. Aixi, s’han establert els termes:

- Carcinoma clinicament insignificant: Aquells tumors de poc volum (< 0,5
cc), amb un grau de Gleason no superior a 6 i que no s’extenen fora de la prostata, amb

freqiiéncia multifocals ‘%),

- Carcinoma incidental: Els casos de cancer de prostata identificats de manera
inesperada, en extreure la bufeta urinaria i la prostata (cistoprostatectomia radical) per
un carcinoma urotelial (una varietat ben diferent del cancer prostatic). En aquest
subgrup, la incidéncia de carcinoma prostatic ¢s molt alta, al voltant del 50%. No es
coneix si existeix alguna associacid epidemiologica o patogenetica entre la
carcinogenesi urotelial 1 prostatica, perd s’ha especulat sobre la possibilitat de que
aquests casos incidentals podrien ser un reflex de la incidéncia real del cancer de
prostata en I’home adult “9_ Existeixen algunes similituds entre les neoplasies urotelials
papil.lars de baix grau de la bufeta urinaria i els adenocarcinomes de prostata: tots dos
son tumors relativament indolents, de creixement lent, amb escassa activitat mitotica, 1
ambdds poden progressar a varietats més agressives al incorporar noves alteracions

genetiques.

- Carcinoma latent: Els casos de cancer de prostata identificats de manera
inesperada, en 1’estudi autopsic de malalts que han mort per altres patologies. Alguns
estudis d’autopsia descriuen la preséncia d’adenocarcinoma prostatic ocult o
clinicament inaparent des de la cinquena década U7 Assumint la mitjana d’edat en la
que sol presentar-se clinicament el carcinoma de prostata, s’ha suggerit que existiria un
periode de laténcia d’una a tres decades, des de les fases més inicials fins a la progressio
del tumor. Per aixo0, els carcinomes de prostata que s’identifiquen en autopsies de
pacients que han mort per altres causes solen denominar-se carcinomes latents, 1 el seu
estudi pot aportar informacié relevant de la patogeénia dels carcinomes de prostata, de
manera semblant als incidentals i sense les potencials implicacions moleculars d’una

doble neoplasia.
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Aquests subgrups, segurament no corresponen a diferents tipus de tumor
prostatic, sin6 a diferents periodes del seu desenvolupament, 1 proporcionen un entorn
ideal per estudiar la historia natural de les primeres fases del cancer de prostata i els
mecanismes que converteixen un tumor prostatic de baixa agressivitat en un de

clinicament evolutiu.

- Tumors androgen-independents (o castracié independents): Son el subgrup
de tumors prostatics que han progressat i s’han fet insensibles als mecanismes de

regulacié hormonal.
El coneixement dels perfils genétics diferencials d’aquestes categories ¢és
essencial per entendre’n la patogenia, preveure’n 1’evolucio i1 dissenyar estratégies més

precises de tractament.

1.3.6. Gens implicats en la carcinogenesi prostatica

Els mecanismes moleculars del cancer de prostata son poc coneguts 1 hi ha a la
literatura una gran varietat de gens descrits com a implicats, molts d’ells amb una
distribuci6é molt heterogénia entre uns casos i uns altres. En comparacié amb altres tipus
de tumor, el cancer de prostata és més dificil d’estudiar des del punt de vista molecular 1
d’establir una correlacié amb la seva morfologia 1 clinica. Aixo es deu principalment a
que ¢s un tumor tant dificil d’explorar com d’obtenir-ne mostres 1 existeix, en molts
casos, la dificultat de reconeixer macroscopicament el teixit tumoral. Moltes mostres
tumorals estan contaminades amb teixit normal. Per aixo, el nombre d’articles sobre
aquest tipus de tumor és molt inferior al de tumors de prevalenca similar, com el cancer
de mama o colon. Fent una cerca de PubMed, sobre cancer de prostata, a data de 30 de
gener de 2012, hi ha un total de 113.582, comparat amb 303.431 per cancer de mama, i
257.053 per colon.

Tot 1 que el cancer de prostata €s una malaltia que es dona en homes d’avancada
edat, alguns estudis demostren que homes sans d’entre 20 1 40 anys, ja poden presentar
petits focus histologics de cancer de prostata. Aixo suggereix que la formacié d’aquest

\ . 41
cancer pot comengar en homes joves “h),

29



El cancer de prostata és, molt sovint, multifocal 1 el procés de carcinogenesi
dona lloc a una acumulaci6 de lesions genetiques que porten a una proliferacid cel.lular
no controlada, amb disminucid de la mort cel.lular, aparicié de la capacitat d’invasio i
disseminacid, a més de 1’aturada en el procés de diferenciacid. L’expressié del fenotip
maligne dependra de 1’equilibri entre els gens promotors 1 supressors de la
carcinogenesi. L expressido de diversos oncogens sera necessaria per la transformacid
cel.lular, a més de la inactivacid6 de gens supressors. En estadis latents o lesions
premalignes com la neoplasia intraepitelial prostatica (PIN), només s’hauria produit una
part dels passos necessaris per arribar al fenotip maligne propiament dit i, per tant, no
progressara cap a cancer clinicament detectable si no s’afegeixen altres alteracions.
Aquesta idea queda refor¢ada pel fet que en pacients amb multiples mutacions

s’incrementa la probabilitat de desenvolupar neoplasies *'%.

Diferents estudis que analitzen patrons d’expressié utilitzant I’Oncomine (recurs
bioinformatic  que cataloga 1 analitza els estudis de microarrays)

(http://www.oncomine.org) i el Molecular Concept Map (MCM) (sistema que analitza

les relacions entre conceptes moleculars, o gens biologicament relacionats) demostren
que el PIN d’alt grau 1 el cancer de prostata presenten gran similitud en 1’expressio
génica. Es dona una diferéncia génica més gran entre I’epiteli benigne de prostata i el
PIN (13.4% de les caracteristiques mesurades), o entre el cancer de prostata localitzat i
la metastasis (15.7%), que entre el PIN 1 el cancer de prostata (1.2%) 46 El procés més
important que distingeix el PIN de I’epiteli benigne és un augment en la biosintesi de
proteines, probablement a través dels gens E7S. Igualment, el cancer de prostata també
presenta una elevada biosintesi de proteines, i per tant una sobreexpressio dels gens
ETS. En canvi, el que diferencia el cancer de prostata localitzat de la metastasi és

I’augment de proliferacio [Figura 6] .
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Figura 6. Model de conceptes moleculars de la progressié del cancer de

prostata. Extret de Tomlins i cols. 2007 9

La majoria d’alteracions descrites en el cancer de prostata son mutacions
somatiques, amplificacions i delecions. Alguns dels gens descrits a la literatura “” com
a alterats son: PTEN, ATBF1, NKX3.1, KLF6, TP53, CDKNIB, AMACR, GSTPI, c-
MYC 1 k-RAS, entre d’altres. No s’ha identificat, pero, cap gen en concret que tingui una
rellevancia clau, ja que pocs cancers de prostata comparteixen totes o diverses

. 45,4
alteracions “>*.

1.3.6.1. Vies de senvalitzacio intracel.lular dependents de receptors tirosina-

quinasa (RTKs): FGFRs i EGFR

Els receptors tirosina-quinasa son una gran familia de receptors, activats per la
uni6 del lligand al seu domini extracel.lular, que indueix dimeritzacid i activacié del
domini quinasa intracel.lular. Els receptors tirosina-quinasa tenen caracteristiques
comunes, com son: motius similars en el domini extracel.lular, homologia en el domini
quinasa i activacio de les mateixes proteines d’ancoratge i vies de senyalitzacio “*°.

Multiples respostes cel.lulars poden ser induides per 1’activacié d’aquests receptors, per
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exemple, migracio cel.lular, proliferacio, supervivencia o diferenciacio. L’especificitat
(51

de I’efecte depén del tipus cel.lular, de I’estat de diferenciacio i del seu entorn

Els factors de creixement tenen un paper crucial en el desenvolupament i la
diferenciacio cel.lular. Dintre d’aquests, els factors de creixement de fibroblasts
(FGFs) constitueixen una familia de com a minim nou membres, els quals

comparteixen una homologia del 30 al 70% en la seqiiéncia primaria d’aminoacids.

Els FGFs participen en una gran varietat de respostes cel.lulars durant el
desenvolupament embrionari i1 a I’organisme adult. En I’embriogenesi, els FGFs tenen
un paper important en la morfogénesi, mitjancant la regulacié de la proliferacio
cel.lular, diferenciaci6 1 migraci6 cel.lular. A 1’organisme adult, els FGFs soén
importants en el control del sistema nervids, la reparacid de teixits, la cicatritzacio de
ferides i en I’angiogénesi ®?. Els FGFs poden ser causants d’una gran varietat de
malalties. Es ben conegut que les modificacions patologiques en I’expressio de FGFs
donen lloc a I’aplasia de la glandula salival 1 al raquitisme hipofosfatémic autosomic
dominant, mentre que mutacions en els receptors de F'GFs donen una amplia gamma de
displasies oOssies. Les alteracions en la senyalitzacié de FGFs es troben també associades
amb la disrupci6 de ’homeostasi de teixits; factor que contribueix al desenvolupament 1
progressio del cancer (5359 per exemple, FGF1, 2, 6, 8 1 17 estan sobreexpressats en
cancer de prostata ©*®Y. A més, 1’expressié de FGF6 s’ha vist incrementada també en

neoplasia intraepitelial prostatica ©*62,

Alteracions en els reguladors de la senyalitzacidé dels FGFs també afecten a la
tumorigénesi . La via de senyalitzacié dels FGFs té un paper important en la biologia

de la prostata a través de les interaccions estroma-epiteli ¢,

Els efectes biologics dels FGFs es produeixen com a resultat de la transmissié de
senyals intracel.lulars iniciada per la uni6é dels FGFs als receptors dels factors de
creixement de fibroblastes (FGFRs). L’enlla¢ dels FGFs al receptor condueix a la seva
dimeritzacio, fet que sembla necessari per a I’activacid del domini amb activitat
intrinseca tirosina-quinasa 1 indueix la transfosforil.laciéo dels monomers del receptor.
Els llocs de fosforil.lacid en tirosina serveixen com a punt d’ancoratge per la seva unid

d’alta afinitat a diversos substractes cel.lulars amb dominis SH,. Aquests dominis estan
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presents a molecules clau per a la senyalitzacid post-receptor, com ¢€s la fosfolipasa C
gamma-1 (PLCy-1) i1 diverses molecules adaptadores com el FRS2, CrK, NcK i Grb2.
Aquestes molecules s’enllacen per transmetre senyals a partir del receptor, generant una
cascada de processos de fosforilacio a través de diverses rutes com la de les MAPK.
L’activitat de com a minim tres factors de transcripcio, com son AP-1, NF-xB 1 STATS,
és regulada per la via de les MAPK Y. L’activitat d’AP-1 pot ser estimulada per
diverses senyals extracel.lulars, que inclouen citoquines i factors de creixement, i €és
determinant en la inducci6 d’activacid de gens de citoquines 1 de metal.loproteinases. El
resultat final de la senyalitzacid coordinada ¢€s la transcripcio de gens i la conseqiient

resposta biologica ©*¢7

El gran nombre de possibles lligands, les isoformes de splicing 1 la modulacié de
senyal per la matriu extracel.lular i/o altres receptors cel.lulars, genera un gran nivell de
diversitat 1 multiples possibles vies de control de D’activaci6 dels FGFRs que,

probablement, incrementen la diversitat en els efectes cel.lulars ©".

En aquest sentit, les mutacions trobades als gens FGFRs son de guany de funcio.
Les que es troben al domini catalitic incrementen [’activitat tirosina quinasa
independentment de lligand. Les que es troben als dominis transmembrana o
extracel.lular de FGFRs activen els receptors mutants promovent la dimeritzaci6é del

receptor, independent de lligand, o alterant ’especificitat de la unié lligand-receptor 2.

S’han descrit 4 variants del FGFRs denominats FGFR de I’1 al 4, amb una

estructura general comuna caracteritzada per tenir un domini catalitic tirosina-quinasa
(65,66,68)

El transcrit de FGFR3 conté 19 exons i la proteina abarca de I’ex6 2 al 18.
Degut a I’splicing alternatiu existeixen dues isoformes que difereixen en la especificitat
de I'unié a lligand. FGFR3c és la isoforma expressada en condrocits i FGFR3b

s’expressa en cel.lules epitelials [Figura 7].
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Figura 7. Esquema de I’estructura del gen FGFR3, la seva proteina 1 exons a on
es produeixen la majoria de mutacions descrites. La isoforma FGFR3b del gen conté

I’ex6 8 1 la isoforma FGFR3c¢ ’exd 9

A la familia dels FGFRs, P’arquetip ¢s FGFR1 1 la seva senyalitzaci6 s’ha
estudiat amb detall, sobretot la via RAS-MAPK. FGFR1 1 FGFR3 tenen una forta
homologia i aix0 ha permés coneixer els mecanismes de senyalitzaci6 de FGFR3. La
dimeritzaci6 del receptor comporta 1’autofosforilacid del receptor en els residus de
tirosina, molt conservats entre els FGFRs. FGFR1 té 7 llocs d’autofosforilacid, i1 5

d’aquests es conserven en FGFR3 D),

S’han identificat diferents vies activades per FGFR3. Les vies d’ERK1/2, p38
MAPK, 1 STAT (especialment STATI) semblen ser les vies més importants en el
creixement de 1’esquelet; mentres que les vies RAS/MAPK, PLC-y, i PI3K/AKT s’han

vist implicades en cancer [Figura 8] ),

34



FGFR3

EC Loop mutant e 1l
50-80% 4

™ TM mutant

15-40% ELEIELR ORI LRI o RELf 88 44 1080644 (84 L (14148 1
= opiNe iz

(

bt /
Cr | T @{) @%SE Byl %3 @
| & /\ I
MR 9 M & @
Nucli l' \ —1— l .

B
&

‘gm:ﬁ l‘@ @3\%

)
\

Transcripci6 geénica, supervivencia, transformacio, proliferacio

Figura 8. Via de senyalitzaci6 que dona lloc a ’activacié de FGFR3. Extret de
Wui cols. 2005 7

- FGFR3 en cancer.

Moltes displasies severes oOssies s’han relacionat amb mutacions puntuals en 3
membres de la familia dels FGFR (FGFRI, FGFR2 1 FGFR3). Mutacions de FGFR3,
identiques a les descrites en 1’acondroplasia (ACH), la hipocondroplasia (HCH), i la
displasia tanatoforica (TDI i TDII) 7179 " s*han descrit també com a mutacions
somatiques, basicament en cancer de bufeta i tumors benignes de pell, encara que també

en mieloma multiple i cancer de cervix (74-80)

En cancer de bufeta i tumors benignes de pell és on s’han descrit les freqiiencies

de mutacions més elevades, associades principalment a tumors de baix grau 1 estadi. En
. PSRN CL) N 1ei 1. (81) . . 82) -
carcinoma cervical *"~/, mieloma multiple "/, carcinoma oral de cel.lula escamosa 1

carcinoma colorectal ®® també s’han descrit mutacions perd en baixa freqliencia. No
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s’han trobat mutacions en pulmo, estomac, cervell o tumors renals; fet que indica que

les mutacions de FGFR3 podrien ser especifiques de determinats tumors @9,

Les mutacions de FGFR3 en cancer de bufeta representen una de les alteracions
oncogeniques més freqiients d’una proteina quinasa en tumors solids. S’han descrit
mutacions somatiques de FGFR3 en un 60-70% dels cancers de bufeta papil.lars i en un
16-20% dels carcinomes muscul-invasius. La majoria de mutacions activants, afecten el
loop que conecta la immunoglobulina II i III, 1 es donen principalment als exons 7
(codons 248 1 249), 10 (codons 372, 373, 375, 383 1 393) 1 15 (codd 652). Els canvis
donen lloc a una cisteina no aparellada, provocant dimeritzaci6 lligand-independent del

receptor i diferents graus d’activacio constitutiva > [Figura 9] .
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Figura 9. Principals mutacions del gen FGFR3 descrites en alteracions de
I’esquelet, mieloma multiple 1 cancer de bufeta (en negreta trobem els codons més

freqlientment mutats)

S’han descrit fins a 11 tipus de mutacions diferents. La Figura 10 mostra els

percentatges 1 local.litzacions de les diferents mutacions descrites en cancer de bufeta

®9 (www.sanger.ac.uk, Catalogue of Somatic Mutations in Cancer). La mutacié que
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provoca un canvi d’arginina per cisteina al codd 249 (S249C) és la més freqiient (70%)
descrita en aquest tipus de cancer, seguida de la Y375C, amb canvi de tirosina per

cisteina (22%).

Dominis: Extracel.lular Transmembrana Quinasa

S ) W) ¥ () WP

exo 7 exo 10 exo 15

R248C 9.7% G372C 4.3% K652M 1.0%

S249C 66.6% S373C 0.1% K652Q 0.1%
Y374C 15.1% K652E 1.4%
G282R 0.1% K652T 0.4%

A393E 1.2%

Figura 10. Freqiiéncia 1 local.litzacio de les mutacions de FGFR3 en cancer de

bufeta. Extret de Knowles i cols. 2007 ®©

En tumors benignes de pell s’ha descrit una prevalenca del 18-57% en queratosis
seborreiques 1 fins al 86% en queratosis seborreiques de tipus adenoide. La mutacié més

freqlient en aquest tipus de tumors ¢s la R248C (arginina per cisteina) @790,

En cancer de cérvix s’han trobat percentatges baixos de mutacions de FGFR3
(entre 0 1 25%) (75.80.92:95) o] que suggereix que les mutacions d’aquest gen no
representen una alteracié oncogenica freqiient en aquest tipus de tumors. El canvi
S$249C és la tnica mutacié descrita. Cappellen i cols 7> van estudiar només 12 tumors
cervicals, 1 van trobar un percentatge elevat de mutacions (25%). Posteriorment van
ampliar el nombre de casos analitzats, i varen obtenir només un 5% de casos mutats,

percentatge similar al descrit per Wu i cols ©%.

En mieloma multiple, s’han descrit translocacions cromosomiques t(4:14), que
afecten a D’expressi6 de FGFR3. Al contrari que en tumors epitelials, aquestes

mutacions estan associades amb més progressio del tumor ©6),
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- FGFR3 en cancer de prostata.

En tumors de prostata, es dona una expressiéo diferencial dels FGFRs. La
sobreexpressi6 de FGFRI1 i/o FGFR2 en cancer de prostata s’ha descrit a diferents
articles, tot i que no s’han relacionat estadisticament amb parametres clinics ©"¢*7.

També¢ s’ha descrit una forta associacio entre alt grau de Gleason 1 augment de FGFR4
98)

L’expressio de proteina de tots quatre receptors es troba quasi exclusivament en
el citoplasma de les cel.lules epitelials basals 1 luminals, amb senyals debils
ocasionalment a I’estroma. La sobreexpressio de la proteina FGFR1 és freqiient tant en
cancers de prostata inicials com en més avangats. Els nivells de FGFR2 sén baixos en
teixit de prostata normal, en canvi hi ha un increment en cancer, tot i que no esta
relacionat amb el grau, I’estadi o la metastasis. Els nivells d’expressio de FGFR3 son
heterogenis amb senyals citoplasmatiques 1 nuclears similars en epitelis prostatics
benignes 1 malignes. Tampoc es troba associaciéo amb el grau, I’estadi o la metastasis.
Finalment, FGFR4 es troba augmentat en cancer respecte al teixit normal de prostata i

. C e, . . . 1
s’ha vist una associaci6 significativa amb els tumors d’alt grau (59.61)

Tot i que s’ha observat que la senyalitzaci6 anomala de FGFs esta involucrada
en la tumorigénesi prostatica no es coneixen ni el paper funcional de FGFR3, ni les

seves alteracions en cancer de prostata.

En cancer de prostata, només s han publicat cinc estudis de I’estat mutacional de
FGFR3 ®%%-19%) Nosaltres vam descriure per primer cop la preséncia de mutacions de
FGFR3 en cancer de prostata i la vam identificar en un 8% dels casos. Els altres treballs

no van trobar mutacions.

Relacid entre mutacions de FGFR3 i altres alteracions moleculars:

- FGFR3 i TP53: Les mutacions de F'GFR3 1 de TP53 en tumors urotelials son

independents, pero no excloents. Hi ha una forta associacidé entre les mutacions de
FGFR3 i els tumors de bufeta de baix grau, mentre que les mutacions inactivants de
TP53, 1 amb acumulacioé anormal de proteina p53, es troben associades amb carcinomes
urotelials agressius i és poc freqiient trobar-les en malalties de baix grau o estadi 7.

Alguns estudis han trobat un nombre petit de tumors que presenten, simultaniament
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mutacions de FGFR3 i de TP53 V"1 pero no s’ha trobat associacio entre aquests
casos amb ambdos gens mutats 1 el grau o I’estadi. Podria ser que els casos amb
mutacions als dos gens pertanyin a un subgrup de tumors amb un patrdo de
desenvolupament diferent, o podrien reflectir una poc freqiient progressi6 de tumors

urotelials de baix grau amb mutacions de FGFR3.

- FGFR3 i RAS: Les mutacions de FGFR3, de la mateixa manera que les del
gen RAS, son potencialment activadores de la via RAS-MAPK [Figura 8]. En aquest
sentit, diferents estudis descriuen que les mutacions de FGFR3 1 RAS so6n mutuament
excloents en tumors urotelials %1% En total, un 85% dels carcinomes urotelials de
baix grau i estadi Ta tenen mutacions en un o I’altre gen, suggerint que 1’activacio de la
via de MAPK podria ser un procés necessari en la majoria de tumors ®®. Les mutacions
de RAS, perd, no estan associades al grau o I’estadi dels tumors urotelials. Molt
recentment, un treball del nostre grup descriu la manca d’associacio de les mutacions de
FGFR3 amb I’expressio proteica de pERK1/2, el que indica, per tant, que no activarien
la via de MAPK (article en premsa).

- FGFR3, PIK3CA i PTEN: Les mutacions de PIK3CA s’han identificat en un
20% de tumors urotelials superficials 1 s’ha vist una associacid entre mutacions de
FGFR3 i PIK3CA """V Pper altra banda, en tumors urotelials d’alt grau i estadi, es
troba pérdua d’heterozigositat (LOH) 1 delecido homozigotica de PTEN. Com que PTEN
¢és un regulador negatiu d’Akt 1 per tant, de la via PI3K, es creu que la inactivacio de
PTEN i I’activacio de PIK3CA poden tenir el mateix paper, i en alguns tipus de tumors,

, . , 112,113
son dues alteracions matuament excloents 111,

La familia dels receptors dels factors de creixement epidérmic (EGFR o
ErbB) activa una complexa cascada de transduccid de senyals que modula la
proliferacié cel.lular, supervivencia, adhesid, migracio i1 diferenciaci6. Hi ha quatre
receptors diferents: EGFR/ErbB-1, HER2/ErbB-2, HER3/ErbB-3 i HER4/ErbB-4.
L’activitat tirosina quinasa de transduccio de senyal d’EGFR 1 els altres receptors esta
inactiva quan aquests es troben aillats. Els principals lligands naturals d’EGFR son el
factor de creixement epidérmic (EGF), el factor o de creixement transformant (TGF-o),
I’heparina binding EGF (HB-EGF), I’amfiregulina i la betacel.lulina ''?, que activen el

receptor unint-se al domini extracel.lular i induint la formaci6 de receptors homodimers
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o heterodimers. Els residus de tirosina d’un receptor son fosforilats per I’altre membre
del receptor i formen llocs d’ancoratge per complexes de senyalitzacio, formats per
enzims citoplasmatics 1 proteines adaptadores. La subseqiient dissociacié d’aquests
complexos de senyalitzacio allibera efectors 1 proteines adaptadores activades en el
citoplasma, on estimulen diferents cascades de transducci6 de senyals, com son la via de
les MAPK, fosfoinositol quinasa, la quinasa antiapoptotica AKT i altres reguladors

1 (115,116)

transcripcionals [Figura 11 . Finalment, la senyal d’EGFR é&s inactivada

principalment per endocitosi del complex receptor-lligand.
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Figura 11. Diferents vies de senyalitzacié d’EGFR. Els 4 receptors d’EGFR
poden formar fins a 10 homo/heterodimers activats per diferents Iligands. Extret de

Yarden 2001 (9

El gen EGFR es troba al cromosoma 7pl12-13 i codifica per a un receptor
tirosina quinasa de 170 kDa. Totes les proteines ERBB tenen 4 dominis funcionals: un
domini extracel.lular d’uni6 a Iligand, un domini transmembrana, un domini
intracel.lular tirosina quinasa i un domini regulador C-terminal. El domini extracel.lular
esta, a la vegada, dividit en 4 dominis. El domini tirosina quinasa esta format per un
lobul N i un lobul C; i I’ATP s’uneix a I’esquerda que es forma entre aquests dos 1obuls

atn [Figura 12].
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Figura 12. Esquema de I’estructura del gen EGFR i exons a on es produeixen la

majoria de mutacions descrites

Les proteines ErbB-2, ErbB-3, ErbB-4 i els factors de creixement de la familia
EGF formen un sistema integrat on la senyal provocada per un receptor de forma
individual, normalment es transmet a altres receptors de la mateixa familia. Aquest
mecanisme provoca amplificacio 1 diversificacio de la senyal inicial; factor important

per la transformacio cel.lular '®.

- EGFR en cancer.

Diferents families de factors de creixement i els seus receptors s’han vist
involucrades en el creixement de cel.lules cancerigenes. De tots ells, EGFR 1 la familia
dels EGF tenen un paper central en la patogenia 1 progressido de diferents tipus de

carcinomes ¥,

EGFR es troba alterat en cancer huma mitjancant diferents
mecanismes: mutacions somatiques, sobreexpressio proteica, amplificacid genica i

alteracions genétiques estructurals (cromosomiques).

En cancer de pulmé és on s’ha descrit la prevalenga més elevada de mutacions,
en baixa freqiiencia en cancer de prostata i1 colorectal, i de manera molt poc freqiient,
també s’ha descrit en cancer de cap i coll, pancreas, esofag i mama, entre d’altres '
120) Les principals mutacions descrites d’EGFR es troben localitzades en els quatre
exons que comprenen el domini quinasa del receptor (de I’ex6 18 al 21). E1 90% de les
mutacions d’EGFR son petites delecions que abasten els cinc aminoacids dels codons

746-750 (ELREA) a I’exd 19, o mutacions missense que donen substitucié de leucina
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per arginina al cod6 858 (L858R), a I’exd 21. Un 3% de les mutacions es donen al codo
719, amb substitucid de glicina per cisteina, alanina o serina (G719X). A més, un 3%
sobn mutacions amb insercid in-frame a 1’exd 20. Aquests quatre tipus de mutacions

rarament ocorren de forma simultania (www.sanger.ac.uk) 127,

Multiples estudis han descrit sobreexpressio d’EGFR respecte al teixit normal en
uns 10 tipus de cancer diferents. Els seus resultats permeten concloure que hi ha una
relacio entre la sobreexpressid6 d’EGFR 1 el pronostic del tumor, particularment en
cancer de cap 1 coll, ovaric, cervical (128), de bufeta 122139 4 esofagic. També hi ha
evideéncia de relaci6 entre sobreexpressio d’EGFR 1 cancer gastric, colorectal, de mama

i d’endometri *11%?),

A més, s’han descrit amplificacions geéniques, aixi com alteracions genctiques
estructurals en diferents tipus de tumors, com son cancer de pulmoé de cel.lula no petita
(NSCLC), glioblastoma, cancer de pancreas, i cancer de cap i coll de cel.lules escatoses.
En cancer de pulmo s’ha detectat més amplificacié d’EGFR en tumors metastasics que
en tumors primaris **. L’estudi d’amplificacions per FISH ha esdevingut important
per seleccionar pacients que responguin a les terapies dirigides 139 "En carcinomes
colorectals, en canvi, no s’ha trobat relacid entre els resultats de FISH 1 les
caracteristiques clinico-patologiques, perdo si entre amplificaci6 d’EGFR i

sobreexpressio de proteina EGFR a la membrana (133)

- EGFR en cancer de prostata.

En el teixit prostatic s’ha descrit, amb meétodes immunohistoquimics, que
I’expressid6 de TGF-o es dona a I’estroma, mentre que ’expressio d’EGFR (el seu
receptor) es dona basicament a I’epiteli. En canvi, en la majoria dels cancers de prostata,
tant EGFR com el seu lligand TGF-0. es co-expressen "', S’ha descrit expressio
creixent d’EGFR durant la historia natural del cancer de prostata, aixi com una
associacié amb factors de mal pronostic, com son alt grau, estadi avancat i progressio a
un estadi hormono-refractari. També s’han descrit mutacions puntuals en el domini
tirosina quinasa, petites delecions 1 amplificaci6 d’EGFR, especialment en
adenocarcinomes de prostata avancats °*'*”. Les primeres mutacions descrites van ser
la G796S 1 la G735S, que provoquen substitucid de glicina per serina; la E804G, que

canvia acid glutamic per glicina 1 la R841K, amb canvi d’arginina per lisina. Les
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mutacions G735S, G796S 1 E804G transformen la quinasa mutada en constitutivament

activa ("*®. Per una altra banda, un estudi del grup de Schlomm i cols (139)

que analitzava
mutacions somatiques, amplificacid6 1 expressi6 proteica d’EGFR, no va trobar
mutacions d’aquest gen en cancer de prostata. També s’han descrit diferents

polimorfismes *7.,

Existeix controversia a la literatura al voltant de I’existéncia de sobreexpressio
d’EGFR en cancer de prostata. Alguns estudis descriuen que el cancer de prostata esta
associat amb una disminuci6 significativa de I’expressio d’EGFR 4% En canvi,
també s’ha descrit que hi ha relacio entre I’expressi6 d’EGFR 1 la progressio tumoral
(37193199 " fets que suggereixen un patré d’expressio bimodal, amb més expressio en el
teixit normal que en les fases inicials del cancer i un guany d’expressio en relacié6 amb
la progressid. També existeix disparitat de resultats sobre I’expressio d’EGFR després
de la terapia hormonal 1 sobre la seva relaci6 amb el desenvolupament de I’estat

androgen independent del tumor (#>14¥,

L’expressio d’EGFR augmenta significativament amb el grau de Gleason 1 amb
els nivells de PSA en plasma. També s’ha descrit un augment de I’expressid a pacients
tractats Unicament amb cirurgia radical 1 no exposats a hormonoterapia (41.4%),
pacients que han rebut hormonoterapia com a primera linia de tractament, abans de
prostatectomia radical (75.9%), 1 pacients amb metastasis 1 cancer hormono-refractari
(100%) “*. Sembla, per tant, que I’expressi6 d’EGFR esta relacionada amb el
desenvolupament del cancer de prostata, i especificament amb la progressid cap a
cancer androgen-independent. També s’ha descrit una associacid entre sobreexpressio
d’EGFR 1 la raca afroamericana, una subpoblacid en la que el cancer de prostata sol ser

A - (14
mes agressiu ( 9).

L’amplificacio d’EGFR a nivell d’ADN no és un fenomen habitual en cancer de
prostata. Diferents estudis descriuven una prevalenca del 1-3% de casos amb

amplificacié (4715,

Terapies inhibidores d’EGFR:

La via d’EGFR va ser identificada com a una diana potencial per terapia

anticancerigena a principis dels anys 80, 1 actualment hi ha multiples farmacs dirigits a
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aquesta diana (5D Hj ha dos tipus d’inhibidors de la familia d’EGFR que han estat
aprovats en fase III 1 ara tenen s clinic en el tractament del cancer colorectal avancat,
del carcinoma de cel.lules escatoses de cap i coll, carcinoma de c¢l.lules no petites de
pulm6 (NSCLC) avancat, cancer pancreatic i cancer de mama. El primer tipus
d’inhibidors el constitueixen petites molecules tirosina quinasa inhibidores (TKIs), que
competeixen amb I’ATP en el domini tirosina quinasa del receptor, com Gefitinib
(Iressa), Erlotinib (Tarceva), o Lapatinib. El segon tipus esta format per anticossos
monoclonals (MoAbs) dirigits contra el domini extracel.lular d’EGFR o ERBB2, com
Trastuzumab (Herceptin) 1 Cetuximab (Erbitux), dirigits contra ErbB2 1 EGFR,

. 152,1
respectivament (%153,

En el NSCLC, s’ha demostrat que la resposta clinica a aquests tipus d’agents €s
més freqiient en dones que en homes, en poblacid japonesa que en individus europeus o
d’EEUU, en pacients amb adenocarcinoma que en altres subtipus histologics de cancer,

i en individus que no han fumat mai que en aquells amb historia de fumadors *%.

S’ha descrit que la majoria de pacients amb NSCLC que responen al tractament
amb gefitinib o erlotinib tenien tumors amb mutacions somatiques activants en el
domini quinasa d’EGFR, principalment delecions a I’ex6 19 1 la mutacié puntual L858R
(15519 També s’ha vist, perd, pacients que responen al tractament i no tenen mutacions
d’EGFR. La preséncia de mutacions no seria, per tant, I’unic factor determinant de
resposta als TKIs (125155157 També s’ha descrit que un elevat nombre de copies del gen
EGFR es relaciona amb millor resposta a la terapia dirigida, tot i que hi ha una gran
variabilitat degut a les diferents poblacions estudiades, diferéncies en el disseny de

’estudi i variabilitat en els métodes dels diferents laboratoris (%1%,

L’Erlotinib va ser aprovat per la FDA (Food and Drug Administration) al
novembre del 2004, i per I’Agéncia Europea del Medicament al juny del 2005, com a
terapia de segona o tercera linia en pacients amb NSCLC avangat o metastasic. El
Gefitinib va ser inicialment aprovat per la FDA 1’any 2003. Diferents assajos en fase I1I,
pero, no van trobar diferéncies en la supervivencia ni en els simptomes dels pacients no
pre-seleccionats, 1 es va limitar 1’'us del Gefitinib als pacients que ja s’estaven
beneficiant o s’havien beneficiat préviament. Al juliol del 2009, I’ Agéncia Europea del

Medicament va concedir I’aprovacio de 1’Gs de gefitinib en qualsevol linia de tractament
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per a pacients amb NSCLC que tenien mutacions activants d’EGFR. L’aprovacio de
gefitinib es troba restringida encara a EEUU, pero des de principis del 2011 aquest

farmac té llicéncia en 66 paisos arreu del mon %2,

Tot 1 els grans beneficis que pot aportar el tractament amb EGFR-TKIs en
NSCLC associat amb mutacions d’EGFR, la majoria dels pacients acaben
desenvolupant resisténcia a aquests farmacs. En un 50-70% dels tumors de pacients que
desenvolupen resisténcia als EGFR-TKIs, aquesta es dona per ’aparicié de la mutacid
secundaria T790M, o per I’amplificacié del gen MET. En un 30-50% dels pacients, el

mecanisme de resisténcia a gefitinib no es coneix (157.161)

A més, la baixa tasa de resposta als inhibidors tirosina quinasa d’EGFR, 1
I’elevat cost del tractament, remarquen la necessitat d’identificar, a priori, un subgrup
de pacients que es pugui beneficiar d’aquests agents. S’ha de veure si la seleccid segons
la preséncia de mutacions activants d’EGFR ¢és suficient per assegurar un avantatge en
la supervivencia, o calen altres criteris 16D " Aixi, per exemple, el Cetuximab és el
primer anticOs monoclonal anti-EGFR aprovat als Estats Units contra el cancer
colorectal. Només els pacients que no presenten mutacions en KRAS responen a aquest

anticos.
La major part de la informacidé sobre aquests farmacs, doncs, esta en relacio al
cancer de pulmo 1, fins al moment, no hi ha estudis clinics de la seva potencial aplicacio

en cancer de prostata.

1.3.6.2. Via de transduccio de senyal PI3K/PTEN-AKT

La via de PI3K-AKT s’ha descrit com una de les vies més sovint desregulades
en el cancer huma, ja que la majoria dels seus components s’han trobat mutats o
amplificats en un gran nombre i varietat de tumors . Aquesta desregulacio sol ser
deguda principalment a la perdua del gen PTEN, o a ’activacio constitutiva de PI3K o

de la seva diana AKT %9 [Figura 13].
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Figura 13. Via de senyalitzacié de PI3K-AKT. Extret de Chalhoub i cols. 2009
(165)

Les fosfatidilinositol quinases (PI3Ks) son una familia de proteines
heterodimériques, formada per tres classes, que es diferencien entre elles en 1’estructura,
el substrat, la distribucio tissular, el mecanisme d’activacio i la funcio. La classe IA és
la més implicada en la regulacid de la proliferacio i1 la tumorigenesi, 1 esta formada per

una subunitat catalitica (p110) i una subunitat reguladora (p85) (165.166)

La classe IA de la via PI3K ¢és activada per receptors tirosina quinasa (RTKs),
que s’hi uneixen directament, o a través de proteines adaptadores. Aquesta activitat
produeix fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3), un regulador critic de la serina/treonina
quinasa AKT, que activa diferents vies involucrades en la proliferacid, el metabolisme i

(165,167)

superviveéncia cel.lular . L’activacidé constitutiva de PI3K esta associada al

desenvolupament de cancer.

PTEN ¢és I’tinica lipid-fosfatasa que interacciona amb la via de PI3K suprimint la
superviveéncia cel.lular, aixi com la proliferacio. Per aixo, no sorpren que la pérdua de

PTEN tingui un gran impacte en multiples aspectes del desenvolupament del cancer
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%% PTEN és un gen supressor de tumors, de manera que la via de senyalitzacié PI3K-

PTEN actia com a regulador crucial de la supervivencia cel.lular (169)

El gen PTEN es troba al cromosoma 10q23.31 i esta format per dos dominis
funcionals: un domini fosfatasa N-terminal 1 un domini C-terminal. Estructuralment es
diferencien 3 regions: un domini de unié N-terminal fosfatidilinositol-4,5-bifosfat
(PIP2), una cua terminal que conté seqiiencies PEST (seqiiencies riques en prolina (P),
acid glutamic (E), serina (S) i treonina (T) que regulen I’estabilitat de la proteina) i un
domini d’interacci6 PDZ. Tot 1 que el domini N-terminal ¢€s el principal responsable de
I’activitat fisiologica de PTEN, aproximadament un 40% de les mutacions es donen al
domini C-terminal; fet que suggereix un paper important d’aquest domini en el

manteniment de la funci6 de PTEN [Figura 14] (168,170)

Domini N-ter - = Cua C-Ter amb m?:r:g::in‘:
PBD Domini fosfatasa Domini C2  seqléncies PEST POZ
’ X N b Wi L 6

N

Figura 14. Esquema de I’estructura de la proteina de PTEN i exons a on es

produeixen la majoria de mutacions descrites.

- PI3K en cancer.

S’han descrit mutacions somatiques de PIK3C4, el gen que codifica la subunitat
catalitica p110c,, amb elevada freqiiencia en els tumors humans més comuns. La
freqliencia més alta de mutacions de PIK3CA es dona en cancer de mama, d’endometri,
de colon, via urinaria i d’ovari . Més del 80% d’aquestes mutacions es donen a dos
regions, entre el domini helical i el domini catalitic am, Aquestes mutacions provoquen
un augment de Pactivitat de PI3K in vitro, i I’activacio, per tant, d’AKT 1 indueixen la
transformacid de fibroblasts i1 cel.lules mamaries epitelials. Igualment, la perdua de

PTEN també dona lloc a elevats nivells d’AKT (19,
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- PI3K en cancer de prostata.

Només quatre estudis han descrit alteracions de PIK3CA en cancer de prostata
(72179 "Sun i cols 1" van ser els primers a descriure mutacions d’aquest gen, amb una
freqiiéncia molt baixa, 2.5%, mentre que els altres 3 estudis no van trobar mutacions.
Tres d’aquests estudis (IT2174175) descrivien guanys genics de PIK3CA 1 en I’estudi del
nostre grup, signat per Agell i cols " ) s’ha demostrat, per primer cop, la sobreexpressio

d’ARNm de PI3KCA en un 40% dels casos.

- PTEN en cancer.

S’han descrit diferents tipus de mutacions en el gen PTEN, com soén, pérdua
d’heterozigositat (LOH), mutacions frameshift, delecions inframe, mutacions puntuals i
silenciament  epigenétic, entre d’altres ®'7%'"") Les alteracions de PTEN,
principalment delecions mono 1 bial.l¢liques, s’han identificat en multiples tipus de

(178)

tumors, pero els tres on es donen de forma més freqlient son el glioblastoma el

179) (180-182)

cancer endometrial i el cancer de prostata . Les mutacions germinals 1
somatiques de PTEN tamb¢ tenen un paper important en diferents tipus de tumors, com

son d’endometri (38%), cervell (18%) i pell (14%) 7.

- PTEN en cancer de prostata.

Una de les alteracions més freqiients en el cancer de prostata és la deleccio del
brag curt del cromosoma 10 (10g23), 1 per tant, la pérdua funcional de PTEN “n, ja que
el brag del cromosoma que conserva el gen esta també freqiientment inactivat per petites
delecions "*?. La inactivacié de PTEN no sembla necessaria per la iniciacié del tumor
prostatic, pero la seva pérdua és una caracteristica de progressio cap a I’adquisicio del
fenotip maligne "**'®°%_En canvi, les mutacions de PTEN sén relativament rares en

tumors primaris de prostata.

La recerca sobre PTEN en cancer de prostata s’ha centrat, principalment, en la
deteccid de les delecions genomiques d’aquest gen. Estudis inicials, utilitzant I’analisis
de microsatel.lits, van descriure una perdua d’heterozigositat del locus de PTEN en un

. . 182,184,186,189,192
10-50% dels tumors primaris (8218418618919 )

. En estudis més recents, mitjangant
técniques de FISH, entre d’altres, la freqiiéncia en el cancer de prostata és del 30-60%
(76ISLISLIS-I97) "£n general, la pérdua de PTEN és més freqiient en metastasis de cancer

de prostata que en tumors primaris, amb prevalences descrites al voltant del 50% dels
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190,195,1 : sy N . .,
casos. %1919 Soha descrit que la delecio 1 perdua consecutiva de la funciéo de PTEN
en estadis inicials de I’oncogenesi prostatica €s un factor important, i donara un fenotip

: - 194
més agressiu del tumor *°%.

Alguns estudis evaluen la proteina de PTEN per immunohistoquimica, 1 troben
correlacid entre preséncia o absencia de la proteina i la preséncia o absencia de perdua

d’heterozigositat de PTEN detectada per FISH #7199,

Les mutacions de PTEN en tumors de prostata localitzats s’han descrit amb una
freqiiencia que va des del 0% al 16%, en funcio del grau, de I’estadi del tumor 1 de la
poblacio d’estudi @7.19) "En tumors metastasics, en canvi, la freqliencia de mutacio6 s’ha

descrit entre el 20 i el 60% “47:185:189,192,200.201)

També¢ s’ha demostrat, en ratolins, que la deleccié de PTEN indueix cancer de
prostata ®°®. A més, la reintroduccié de PTEN en linies cel-lulars de cancer de prostata
que no tenen aquest gen, indueix la parada del cicle cel-lular 1 I’apoptosi mitjangant la

regulacié negativa de la via de PI3K-AKT “7.

1.3.6.3. Reordenaments cromosomics: Gens de fusio TMPRSS2-ETS

Els reordenaments cromosomics son un fet comu 1 forca conegut en leuceémies,
limfomes 1 sarcomes. En tumors epitelials pero, no van comengar a ser estudiats amb

(203) yan identificar la fusi6

profunditat fins I’any 2005, quan el grup de Tomlins i cols
TMPRSS2-ETS com un fenomen molt freqiient en cancer de prostata. Posteriorment,
diferents estudis, han confirmat la preséncia d’aquest reordenament en un 42 a 78% dels

\ \ 197,204-21
cancers de prostata (177204213,

El gen TMPRSS2, que pertany a una familia de serina-proteases, s’expressa
intensament tant en ce¢l.lules prostatiques normals com en cancer de prostata, i conté

elements de resposta a androgens en el seu promotor.

La familia dels ETS (£ twenty-six) és una de les families més importants de
factors de transcripcid. El seu nom prové d’una seqiiéncia aillada del virus oncogénic de

’eritroblastosi aviar, E26. Els gens ETS tenen funcions diverses, com son la regulacio
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de la proliferacio cel.lular, la migracio, I’apoptosi, el desenvolupament i les interaccions

. . \ . 214,21
epltell-mesenqulma( 215)

En una gran proporcid de cancers de prostata s’han descrit fusions recurrents
entre la regid 5’ no traduida del gen TMPRSS2 (21g22) 1 els gens de la familia E7S. La
fusi6 més freqiient es dona per reordenament entre els gens TMPRSS2 1 ERG (en un 85-
90% dels casos) (203219 També s’han trobat, menys sovint, reordenaments amb altres
membres de la familia ETS, com soén ETVI (7p21) @ ETV4 (17g21) @ o ETV5
(3q27) ®'"® [Figura 15].

TMPRSS2 ERG
|||2J_H|. 1 14 | ij2 a3 e 1|

—
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e 2 ]
[T o= 7] TMPRSS2:ETV

Figura 15. Gens de fusio TMPRSS2-ERG 1 TMPRSS2-ETV 1. Extret de Tomlins
i cols. 2006 **

Posteriorment, també s han descrit altres parelles de reordenament a 5° com sén
SLC4543, HERV-K 22q11.23, CI5ORF21, HNRPA2BI, KLK2, CANTI, FLJ35294,
DDX5 1 NDRGI. D’aquests, SLC4543, KLK2, CANTI i FLJ35294 s6n gens especifics
de prostata, I’expressio dels quals €s induida per androgens (20521621922 "} vist que
aquesta fusio provoca, en la majoria del casos, sobreexpressid del membre de la familia

ETS que hi esta implicat.

TMPRSS2 1 ERG son dos gens localitzats en el cromosoma 21 (21g22) i separats
per menys de 3 megabases. La fusi6 de TMPRSS2 amb ERG es dona per insercio
intercromosomica o per delecid d’una regi6 del cromosoma 21 (aproximadament 50%

: 197,206,207,219,222
per cada mecanisme) (?7200:207-219:222)
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La isoforma més freqiient del transcrit TMPRSS2-ERG conté 1’ex6 1 de
TMPRSS?2 fusionat amb 1’ex6 4 d’ERG, tot 1 que s’han descrit més de 20 isoformes
diferents @222 Com que ’ex6 1 de TMPRSS?2 és no codificant, el transcrit de
fusio resulta en una proteina d’ERG truncada. No s’ha trobat mai aquesta fusié en

glandules prostatiques benignes o en PIN allunyat del cancer de prostata 2.

Tomlins i cols “*" afirmen que, tant in vitro com in vivo, el producte de la fusio
TMPRSS2-ERG no és capag de transformar linies cel.lulars benignes de prostata o
induir el desenvolupament d’adenocarcinoma en la prostata de ratoli. Per contra, estudis
anteriors suggerien que la fusidé del gen TMPRSS2-ERG es donava en el context de
lesions genétiques preexistents, com son la perdua de NKX3-1 i/o d’al.lels de PTEN, en

. ..y, . 29
especial durant la transicio de PIN a carcinoma >,

Els diferents estudis publicats fins ara, mostren discrepancies sobre 1’associacio
de la fusi6 de TMPRSS2-ERG i els diferents factors pronostic. Aixi, Perner i cols **
van trobar el reordenament de TMPRSS2-ERG per delecid en un percentatge elevat de
tumors, amb estadi elevat 1 metastasis a ganglis limfatics. No van observar associacid
significativa de la fusi6 amb el grau del tumor, perd si amb estadis avancats. Per altra
banda, en el mateix treball, el reordenament de TMPRSS2-ERG mostrava una tendéncia
a associar-se amb valors alts de PSA, en comparacié amb els tumors de prostata que no

presentaven la fusid. Estudis posteriors del mateix grup, van confirmar ’associacio de

la fusi6 de TMPRSS2-ERG amb un fenotip de cancer de prostata més agressiu
(222,230,231)

Altres estudis, no obstant, defensen el contrari. Aixi, per exemple, Petrovics 1

cols #3?

van publicar que una elevada expressié d’ERG es trobava associada a temps de
supervivencia lliure de recidiva de PSA més llarg, grau de diferenciacio baix o moderat,
baix estadi patologic i marges negatius. Saramaki i cols ), també defensen la teoria de
que els cancers de prostata que presenten la fusi6 TMPRSS2-ERG estan associats a més

bon pronostic. Gopalan 1 cols (206)

, per altra banda, varen demostrar 1’associacid
estadistica de la presencia del reordenament amb cancers de prostata de baix grau de

Gleason, perd no varen trobar cap associacié amb 1’estadi patologic.
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En el darrer any, s’han publicat diferents estudis sobre 1’expressio de la proteina

2
239 van

d’ERG i la seva relacié amb la preséncia del reordenament “*****. Park i cols
ser els primers en validar un anticés monoclonal anti-ERG, varen demostrar una
excel.lent concordanga entre I’expressid immunohistoquimica d’ERG 1 la preséncia de
reordenaments en aquest mateix gen, detectats mitjancant tecniques de FISH. No es van

trobar diferencies d’expressio d’ERG en funcio de les diferents parelles 5° de la fusio.

Diferents estudis han descrit la relaci6 entre el reordenament d’ERG 1 la pérdua
de PTEN, ja que tots dos son fenomens freqiients en el cancer de prostata i estan

1 (195,197,236,237)

implicats en invasid, metastasi 1 progressido tumora 1 s’ha descrit que

aquests dos processos estan significativament associats. Yoshimoto i cols 7

van
descriure tres grups de pacients: un grup de mal pronoOstic caracteritzat per tenir
alteracions en tots dos gens, reordenament de TMPRSS2-ERG 1 pérdua de PTEN, un
grup intermig que presenta una o altra alteracio i, per ultim, un grup amb bon pronostic

que no presenta cap de les dues alteracions.

1.3.5.4. CXCR4: Gen relacionat amb el reordenament TMPRSS2-ERG

CXCR4 és un receptor de quimoquines que s’ha vist relacionat amb un gran
nombre de processos biologics. Es important en desenvolupament, hematopoiesi,
organogenesi 1 vascularitzaci6. També s’ha vist involucrat en el desenvolupament del
cancer i la metastasi *®. CXCR4 es troba sobreexpressat en diferents metastasis organ-
especifiques com la del cancer de mama, de rony¢ i de prostata. L’expressio de CXCR4
en cel.lules tumorals es correlaciona amb la severitat de la malaltia. CXCL12 (també
conegut com a SDF-1) t¢ el CXCR4 com a Unic receptor i la seva interaccié pot mediar
I’adhesi6 cel.lular amb cél.lules endotelials *). Els efectes de la via SDF-1/CXCR4 en
cancer de prostata es consideren multifactorials. Aquesta via esta implicada en el
homing de les cel.lules tumorals en organs especifics (metastasis), aixi com en
I’establiment 1 el creixement de cel.lules tumorals a llocs especifics, promoguts
principalment pels efectes de CXCR4 en I’adhesid, invasio i proliferacio de les cel.lules
tumorals 40241
S’ha descrit que en linies cel.lulars malignes hi ha més expressi6 de CXCR4 que

en linies cel.lulars benignes, tant quant a ARN com a proteina “****). També s’ha

descrit una elevada expressio proteica de CXCR4, tant en tumors de prostata localitzats
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com en metastasis, 1 més expressio en pacients amb metastasis 0ssies comparats amb
aquells que no en presenten. S’ha vist que la inhibicié de CXCR4 amb ARNSsi especifics
bloqueja I’efecte de la via CXCR4/SDF-1, i per tant, suprimeix la invasivitat in vitro, i
la formacié de metastasis in vivo en cancer de prostata. Aquesta via, per tant, podria ser
una nova diana terapeutica pel tractament 1 la prevencid de les metastasis en cancer de

prostata 49,

CXCR4 1 ADAMTSI son dos gens fortament associats amb migracio cel.lular 1
invasio, 1 s’han trobat sobrerregulats en preséncia de sobreexpressio d’ERG en cancer

) van identificar diferents llocs d’uni6 als factors de

de prostata @30 Cai i cols @
transcripcid6 ETS 1 van descriure que 1’activacié de TMPRSS2-ERG en cél.lules de
cancer de prostata pot regular I’expressié de CXCR4 i, per tant, pot tenir un paper en el

procés metastasic.
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2. HIPOTESI I OBJECTIUS

2.1. HIPOTESI

Donades les pecularitats de la historia natural del cancer de prostata en
comparacio amb altres formes de cancer, €s possible que les alteracions moleculars
implicades en el seu desenvolupament facin que hi hagi un llarg periode quiescent i que
en alguns casos s’afegeixin altres canvis genéctics que marcarien el pas a fases més

agressives de la malaltia.
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El cancer de prostata ¢s una malaltia molt complexa de patogénia poc coneguda.
La seva evolucié depén de multiples factors, molts d’ells encara per aclarir. S’estima
que el cancer de prostata s’inicia cap a la quinta decada i afecta a un 80% dels homes de
més de 80 anys, perd només una petita minoria dels pacients presentaran simptomes al
llarg de la seva vida. Hi ha molts cancers de prostata que mai arribaran a evolucionar,

sino que es mantindran latents de forma indefinida.

En funci6 de quins mecanismes moleculars estiguin involucrats en el
desenvolupament del cancer, es podria predir si aquest tumor creixera 1 presentara un
caracter clinicament agressiu, 1 necessitara, per tant, un tractament més radical per
combatre’l. Per altra banda, si es tracta d’un tumor amb un patré de conducta més
quiescent, que no evolucionara o bé ho fara més lentament, podria aplicar-se un
tractament conservador. El coneixement d’aquests factors moleculars decissius podria

permetre desenvolupar noves proves per la deteccid 1 seguiment del cancer de prostata.

Els gens dels receptors dels factors de creixement poden ser decisius en la
carcinogénesi prostatica, 1 podrien estar diferencialment afectats en les diverses
subvarietats cliniques 1 patologiques del cancer prostatic. Tot 1 que sembla que una
senyalitzacido anomala dels FGFs esta involucrada en el cancer de prostata, el paper
funcional de FGFR3 i les seves alteracions en cancer de prostata no es coneixen. En
altres tipus de tumors, per exemple, en tumors d’uroteli de la via urinaria o pell, si que
s’han realitzat estudis on s’han descrit mutacions molt relevants, associades a tumors

poc agressius.

El potencial paper pronostic de les alteracions combinades dels gens EGFR 1
PTEN, el seu efector downstream en cancer de prostata, no esta ben definit. La fusi6 de
TMPRSS2 amb ERG s’ha descrit amb una prevalenca del 42 al 78% en cancer de
prostata, i la seva relacid amb el pronostic és controvertida. Alguns estudis han suggerit

que I’espressié de CXCR4 podria estar relacionada amb aquest reordenament.

Tot aix0 ens ha portat a formular els segiients objectius.
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2.2. OBJECTIUS

2.2.1. Determinar, en cancer de prostata, la prevalen¢a de mutacions somatiques en el
gen FGFR3, un oncogen caracteristicament associat amb tumors poc agressius, aixi com
la seva associacié amb la preseéncia d’altres neoplasies concomitants en els diferents

grups clinicopatologics.

2.2.2. Determinar, en cancer de prostata, la prevalenca de mutacions somatiques en els
gens EGFR 1 PTEN, I’expressio de proteina 1 I’amplificacié genica d’EGFR. Estudiar la
relaci6 entre les alteracions d’EGFR 1 les mutacions de PTEN en aquest tipus de cancer
1 determinar 1’associaci6é de les diferents alteracions amb els diferents grups de cancer

de prostata classificats segons el grau de Gleason.

2.2.3. Analitzar la prevalenga del reordenament entre 7TMPRSS2 i ERG a la nostra serie
de tumors prostatics 1 la seva associacid amb 1’expressié de la proteina ERG, la seva
relacio amb els nivells d’ARNm de CXCR4 1 el paper de CXCR4 en els diferents grups

de cancer de prostata classificats segons el grau de Gleason.
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3. RESULTATS

Els resultats d’aquesta tesi es presenten en format de tres articles:

Article 1
Hernandez S, de Muga S, Agell L, Juanpere N, Esgueva R, Lorente JA, Mojal S,
Serrano S, Lloreta J. FGFR3 mutations in prostate cancer: Association with low grade

tumors. Mod Pathol. 2009 Jun;22(6):848-56.

Article 2
De Muga S, Hernandez S, Agell L, Salido M, Juanpere N, Lorenzo M, Lorente JA,
Serrano S, Lloreta J. Molecular alterations of EGFR and PTEN in prostate cancer:

Association with high-grade and advanced-stage carcinomas. Mod Pathol. 2010

May;23(5):703-12.

Article 3

De Muga S, Herndndez S, Salido M, Lorenzo M, Agell L, Juanpere N, Lorente JA,
Serrano S, Lloreta J. CXCR4 mRNA Overexpression in High Grade Primary Prostate
Tumors: Lack of Association with TMPRSS2-ERG Rearrangement (enviat a Human

Pathology, veure annex)
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3.1. Article 1: Mutacions de FGFR3 en cancer de prostata: associacio amb tumors

de baix grau

El cancer de prostata és la segona causa de mort per cancer en homes. El paper
de FGFR3 i les seves alteracions en el cancer de prostata no son prou conegudes. S’han
descrit mutacions de FGFR3 en diferents tipus de tumors. Pocs estudis previs han
analitzat 1’estat mutacional de FGFR3 en cancer de prostata, i no han identificat cap
mutacid. En aquest treball, hem investigat la prevalenca de mutacions somatiques de
FGFR3 en una serie de tumors de prostata. S’ha evaluat també la presencia d’altres
tumors en aquests pacients, en concret tumors urotelials, de pell, colon 1 pulmé.
L’analisi mutacional dels exons 7, 10 1 15 de FGFR3 ha demostrat 9 mutacions en els
112 tumors de prostata estudiats (8%). La mutacié més freqiient ha estat el canvi
d’aminoacid (missense) S249C. La prevalenga de mutacions en els tumors amb grau de
Gleason = 6 ha estat del 18% (8/45) comparat amb el 3% (1/36) en tumors de grau=7, 1
de 0% (0/31) en els de grau > 8 1 metastatics (p = 0.007). La freqiiéncia de mutacions de
FGFR3 en autopsies 1 biopsies ha estat del 6 1 9%, respectivament. La prevalenca de
mutacions de FGFR3 en tumors de prostata, de pacients que només tenen cancer de
prostata, ha estat del 2% comparat amb 23% en tumors de prostata de pacients amb
altres tumors associats (p = 0.001). Aquest és el primer estudi que descriu canvis
moleculars de FGFR3 en cancer de prostata. Aquest gen no sembla tenir un paper
central en la patogenesi del cancer de prostata, pero esta associat significativament amb
un subgrup de tumors de prostata de baix grau i amb la preséncia d’altres tumors,

sobretot bufeta i pell.
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FGFR3 mutations in prostate cancer:
association with low-grade tumors

Silvia Hernandez', Silvia de Muga®?®, Laia Agell*®, Nuria Juanpere*®, Raquel Esgueva*?,
José A Lorente®*, Sergi Mojal®, Sergio Serrano®® and Josep Lloreta'?

'Department of Health and Experimental Sciences, Universitat Pompeu Fabra, Barcelona, Spain;
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Biostatistics, Institut Municipal d’Investigacio Médica, Hospital del Mar, Barcelona, Spain

Prostate cancer is the second cause of cancer-related death in men of the Western World. The role of FGFR3
and its abnormalities in prostate cancer are not known. FGFR3 mutations have been reported in some human
tumors. Few studies have analyzed the mutations of FGFR3 in prostate tumors, and no mutations have been
previously reported. Prevalence of FGFR3 somatic mutations was investigated in a series of prostate tumors.
The presence of other tumors in these patients, including urothelial, skin, colon, and lung neoplasms, was
recorded. Mutational analysis of exons 7, 10, and 15 of FGFR3 revealed 9 mutations in the 112 prostate tumors
studied (8%). Most of them consisted of the missense change S249C. The prevalence of mutations in tumors
with combined Gleason score =6 is 18% (8/45) compared to 3% (1/36) for tumors with grade =7, and 0% (0/31)
for those with grade >8 and metastases (P=0.007). The frequency of FGFR3 mutations in autopsy and biopsy
samples was 6 and 9%, respectively. The prevalence of FGFR3 mutations in prostate tumors from patients with
only prostate cancer was 2% compared to 23% in prostate tumors from patients with other associated
neoplasms (P=0.001). This is the first report of molecular changes of FGFR3 in prostate cancer. This gene does
not seem to be central to the pathogenesis of prostate cancer, but it is significantly associated with a subgroup

of low-grade prostate tumors, and with the finding of other tumors, mainly arising in bladder and skin.
Modern Pathology (2009) 22, 848—-856; doi:10.1038/modpathol.2009.46; published online 17 April 2009
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Prostate cancer is the second most common cause of
cancer-related death in men of the Western World,
and its incidence is increasing."” The family of
fibroblast growth factors (FGFs) and their receptors
are important in prostate organogenesis,®* and
FGFR-MEK-ERK signaling is an integral part of
prostate bud induction.” The signaling pathways of
FGF's also play prominent roles in prostate biology
by mediating stromal—epithelial interactions.® In the
prostate, the aberrant signaling of FGFs is a strong
factor in the disruption of tissue homeostasis,
which, in turn, may contribute to prostate tumor
development and progression.®® FGFs 6, 8, and 17
are overexpressed in human prostate cancer.
In addition, FGF6 expression has also been
found to be increased in prostatic intraepithelial
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neoplasia.”"" FGF-induced functions are mediated
through high-affinity membrane receptor tyrosine
kinases. FGF receptors (FGFR1-4) regulate diverse
cellular processes, including cell growth, differen-
tiation, and angiogenesis, and they differ in tissue
expression, ligand specificity, signal pathway acti-
vation, and biological effects.’**® There is a direct
causal relationship between the activation of FGFR1
and the angiogenic switch.™

In prostate tumors, a differential and changing
expression of FGFRs has been observed. FGFR1 and/
or FGFR2 overexpression has been reported in
prostate cancer in different papers. However, neither
FGFR1 nor FGFR2 expression was found to be
statistically related to clinical parameters.'>™"”
Although the overexpression of FGFR1 protein is a
common event in both early and late prostate cancer,
FGFR4 is increasingly expressed in high-grade
tumors. Increased FGFR4 immunoreactivity appears
to be significantly associated with decreased patient
survival, but not with metastasis.'”18

Alterations in FGF signaling regulators also have
an impact on prostate tumorigenesis. In this regard,
downregulation of Sprouty 1 and Sprouty 2 has been



FGFR3 in prostate tumors @
S Hernandez et al

849

recently reported."®*' Although it seems that
anomalous FGF signaling is involved in prostate
carcinogenesis, the functional role of FGFR3
and its alterations in prostate cancer are not known.
FGFR3 protein expression studies show heteroge-
neous expression levels in benign and malignant
prostate epithelium.'”"® Gain-of-function mutations
have been identified in different dominant auto-
somal human skeletal disorders such as hypochon-
droplasia, achondroplasia, and thanatophoric
dysplasia.?*** FGFR3 mutations identical to those
found in these disorders have been reported in
multiple myelomas, cervix and bladder cancer,
colon cancer, and benign skin tumors.?*~** This gene
constitutes a promising marker in the clinical
management of patients with low-grade, non-mus-
cle-invasive bladder tumors.>® However, very few
authors have analyzed the mutational status of the
FGFR3 gene in prostate tumors.?®** In this study, we
have investigated the prevalence of FGFR3 somatic
mutations, as well as the association with the
presence of other concurrent neoplasms, in a large
group of well-defined prostate tumors classified by
combined Gleason score.

Materials and methods
Patients and Tumor Samples

A total of 112 prostate tumors, recruited retro-
spectively from the files of the Department of
Pathology, Hospital del Mar, Barcelona, Spain, are
the subject of this report. Of these cases, 85 were
obtained from biopsy or surgical samples: 25 needle
biopsy, 45 radical prostatectomy, and 15 cystopros-
tatectomy specimens; 18 were tumors found at
autopsy, so-called latent tumors. In addition, one
lymph node and eight bone metastases were in-
cluded. To analyze the association of prostate cancer
with other tumors, the samples were divided in two
groups: a group (G1) with samples from patients
with only prostate cancer (n=282) and a multiple
tumor group (G2) made up of patients that, in
addition to prostate cancer, had other tumors in
different locations (n=30). The latter consisted of
18 patients with prostate and bladder tumors; 6
patients with prostate and skin tumors; 2 patients
with prostate and colon cancer; 2 patients with
prostate, bladder, and skin tumors; 1 patient with
prostate and lung cancer; and 1 patient with
prostate, bladder, and lung cancer. Among the
patients with prostate and bladder cancer, with or
without other associated tumors (n=21), 15 cases
were obtained from cystoprostatectomy specimens
and in the remaining 6 cases, prostate cancer
samples were obtained from prostatectomy or
needle biopsy and bladder tumor samples from
transurethral biopsy specimens (Table 1). Based on
combined Gleason score, the prostate tumors were
classified as grade=6 (n=45), grade=7 (n=36),
and grade >8 (n=22). Although no information on

Table 1 Summary of the cases according to the different tumor
types found in patients

N=112 Type of tumors Number of cases

Group 1 (n=82) Prostate 82

Group 2 (n=30) Prostate and bladder 18
Prostate and skin 6

Prostate and colon
Prostate and lung
Prostate, bladder and skin
Prostate, bladder and lung

=N =N

grade was available from the respective primary
tumors, metastatic samples (n=9) were grouped
together with Gleason score of >8, assuming they
belonged to an aggressive category. Of the samples,
99 were obtained from formalin-fixed paraffin-
embedded tumors (FFPE) and 13 samples from
frozen tumors. In a subset of 16 cases with prostate
and bladder cancer, three types of samples were
collected: normal tissue, prostate tumor, and blad-
der tumor; in 15 of them, the normal and neoplastic
prostate tissues was obtained from cystoprostatect-
omy specimens and in an additional case from
needle biopsy. The autopsy samples dated from
1993 to 2006. The remaining cases were recruited
between 2000 and 2005. Relevant clinical informa-
tion was recorded, including age of patients, stage of
prostate tumors, basal PSA values, follow-up PSA
values, clinical tumor progression, PSA tumor
progression, and the presence of previous, simulta-
neous, or subsequent tumors in other organs.

Cell Lines and Bladder Control Samples

Two prostate cancer cell lines (PC3 and DU145) and
10 additional superficial (pTa) bladder tumors were
also included. The cell lines were obtained from the
American Type Culture Collection (Rockville, MD,
USA). Theses cases were graded according to both
the 2004 WHO and the previous WHO/ISUP
systems. Seven tumors were classified as high grade
(one grade 3 and six grade 2 cases), and three as low
grade (grade 1).

DNA Extraction

Standard H&E slides served as templates to select
the tumor regions in homologous unstained slides.
Areas containing a minimum amount of >50%, and
usually >90%, tumor cells were manually micro-
dissected from the corresponding sections of FFPE
or frozen tissue sections. DNA was extracted from
2-3 consecutive 10 um sections using the Dneasy
Tissue Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). To
avoid the risk of PCR contamination, genomic DNA
was extracted in a facility where neither PCR
reactions were performed nor PCR products
handled.
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DNA Quality Checking

As most of the autopsy cases were relatively old, we
checked the quality of the DNA by performing a
previous control PCR. This multiplex PCR reaction
involved the amplification of 100, 200, 300, 400, and
600 bp fragments of the f-actin gene.

FGFR3 PCR Amplification

FGFR3 exons 7 and 10 were amplified by PCR and
sequenced in all samples. In addition, exon 15
amplification and sequencing was performed in 53
tumors. We used exon-specific primers binding to
adjacent intron sequences. The primers were:
AGTGGCGGTGGTGGTGAGGGAG (forward) and
CTGCAAGGTGTACAGTGACGCACA (reverse) for
exon 7, CAACGCCCATGTCTTTGCAG (forward)
and CAAGATCTCCCGCTTCCCG (reverse) for exon
10, and GAGAGGTGGAGAGGCTTAG (forward) and
TCATGCCAGTAGGACGCCT (reverse) for exon 15.
PCR reactions were performed in a 25ul volume
using 10-50ng of DNA, 0.2 umol/l of each primer,
200 umol/1 deoxynucleotide triphosphates,
3.5mmol/l MgCl,, 1 x PCR II buffer, and 1.5 units
of Amplitaq Gold DNA Polymerase (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA). PCR conditions
were as follows: 95°C (5 min) for 1 cycle, 95°C (40s),
63°C (40s), 72°C (40s) for 40 cycles, and a final
extension step of 72°C (5min). PCR products were
separated by electrophoresis and visualized with
ethidium bromide. Samples without DNA templates
were included in all assays as negative controls. PCR
products were purified using the Qiagen PCR
purification kit (Qiagen, Crawley, United Kingdom)
according to the manufacturer’s protocol.

FGFR3 Mutation Analysis

Mutation analysis was done by direct sequencing of
purified PCR products using an ABIPRISM 377
instrument and the Big Dye Terminator Kit v.3.1
(Perkin Elmer Applied Biosystems). Each PCR
product was sequenced in both forward and reverse
directions with the same sets of primers. All

sequence changes were confirmed as mutations
with two independent rounds of PCR and direct
sequencing. As quality control for 20% of wild-type
cases, independent PCR products were amplified
and sequenced to confirm the mutational results
using DNA from the same tumor area. Ten super-
ficial bladder (pTa) tumor samples were included in
the mutational study as controls for the presence of
mutations.

Statistical Analysis

Categorical variables are presented as frequencies
and percentages. Fisher’s exact test was used to
compare categorical variables among groups. A P
value of less than 0.05 was considered significant.
Statistical analysis was performed using the SPSS
statistical package version 12.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA).

Results
FGFR3 Mutation Analysis

The study included 112 prostate tumors, classified
according to the revised Gleason system as grade =6
(n=45), grade=7 (n=236), and grade >8 (n=22).
Nine metastatic cases were grouped with the
combined Gleason score >8 subset. The mutational
analysis of exons 7, 10, and 15 of FGFR3 revealed 9
mutations in the 112 prostate cancer samples (8%).
Table 2 summarizes the pathologic features of the
mutated cases. The most common mutation was the
missense S249C substitution, which was present in
seven tumors, followed by A393E, which was found
in two tumors.

Less than 3% of FGFR3 mutations in bladder
tumors occur in exon 15,%**® however in benign skin
tumors such as seborrheic keratoses the prevalence
of mutations in the exon 15 (hotspot 652) accounts
to about 30% of the FGFR3 reported mutations.?” To
test the possibility of finding exon 15 mutations in
prostate cancer we screened a subgroup of 53
tumors, classified as grade=6 (n=23), grade=7
(n=20), grade >8, and metastases (n=10). No

Table 2 Spectrum of FGFR3 mutations, polymorphisms, and pathological features of mutated prostate tumors

Case no. Tumor precedence Gleason Type of alteration codon
3 Prostatectomy G4+3 Polymorphism F386L

7 Prostatectomy G4+3 Polymorphism F386L
10 Prostatectomy G3+3 Missense mutation 5249C
23 Cystoprostatectomy G3+3 Missense mutation 5249C
41 Prostatectomy G3+3 Missense mutation S5249C
52 Autopsy G3+3 Missense mutation 5249C
53 Prostatectomy G3+3 Missense mutation A393E
77 Prostatectomy G3+3 Missense mutation A393E
92 Cystoprostatectomy G3+3 Missense mutation 5249C
101 Prostatectomy G3+3 Missense mutation S5249C
103 Cystoprostatectomy G4+3 Missense mutation 5249C
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mutation was found in exon 15 in any of these
cases. From this subset of tumors, 2 presented the
S249C substitution and 51 were wild type for
exons 7 and 10.

The two prostate cancer cell lines (PC3 and
DU145) were wild type for both exons. To test the
sensibility of the technique for detecting mutations,
we also performed the mutational analysis on 10
samples of superficial bladder tumors. Four of them
(40%), classified as low grade (n=1) and high
grade—grade 2 (n=3), presented FGFR3 mutations.

The F386L germline single nucleotide polymorph-
ism (SNP) was detected in two samples (2%), both of
them from radical prostatectomy tumors with a
combined Gleason score =7 (Table 2). The preva-
lence of this polymorphism in heterozygosity is
about 1% (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP).

Distribution of the FGFR3 Mutations According to
Combined Gleason Score

Of the 45 tumors classified as score =6, 8 (18%) and
1 (3%) of the 36 tumors classified as score=7
harbored a FGFR3 mutation. Mutations were not
found in any of the score >8 or the metastatic
tumors (Figure 1; Fisher’s exact test, P=0.007).
Taking all the cases with combined Gleason score
>7 and the metastases together, the percentage of
mutations was 1.5% (1 of 67 cases), and the
difference with combined Gleason score =6 cases
was also statistically significant (Fisher’s exact test,
P=0.003).

Distribution of the FGFR3 Mutations According to
Sample Origin

According to their origin, 85 cases were biopsy
(needle biopsy, radical prostatectomy, or cystopros-
tatectomy tumors), 18 were tumors found at autopsy
(latent tumors), and 9 samples were prostate cancer

Prevalence of FGFR3 mutations according to the
Gleason grade classification

45 - 53 Mutated prostate tumor
40 B /T prostate tumor

Number of tumors
nN
(6)]

151 18% 3% 0%

Gleason=8
& Metastases

Subgroups of tumors

Gleason=6 Gleason=7

Figure 1 Prevalence of FGFR3 mutations in the different tumor
combined Gleason scores. 18% of tumors classified as Gleason
score=6 and 3% of tumors classified as Gleason score=7
harbored a FGFR3 mutation (Fisher’s exact test, P=0.007).

FGFR3 in prostate tumors
S Hernandez et al

=)

metastases. Eight mutations were found in the 85
biopsy samples (9%); we detected a S249C mutation
in one of the 18 autopsy cases (6%) whereas none of
the metastatic samples harbored FGFR3 mutations.

Relationship between FGFR3 Status and Biochemical
Recurrence

Of the 81 patients with available PSA data,
biochemical recurrence was detected in 19, whereas
in the remaining 62 cases there was no sign of
biochemical or clinical recurrence at last follow-up.
Of the cases, 8 presented FGFR3 mutation and 73
were wild type. There was no association between
the presence of FGFR3 mutations and biochemical
recurrence. However, there was a significant asso-
ciation between combined Gleason score and bio-
chemical recurrence, as about 70% of Gleason score
>8 and metastatic patients developed biochemical
recurrence, whereas only 12% of Gleason score =6
and 10% of Gleason score=7 patients did recur
(Fisher’s exact test P=0.0001). These results are an
indication that this series of patients was not biased
and reflected the normal spectrum of the disease.
When examining the possible association between
specific mutations and biochemical recurrence,
none of the six cases with the S249C mutation
recurred, whereas the two cases with the A393E
mutation did recur. Although this could reflect a
real trend, the number of cases is too low to draw
any definitive conclusions in this regard.

Distribution of the FGFR3 Mutations in Cases with
and without Other Associated Tumors

Taking into account the number of different tumor
types, the cases were classified as group 1 (G1) when
only prostate cancer was found (n = 82), and group 2
(G2) when, in addition to prostate cancer, there were
other neoplasms in different organs (n=230). In G2,
18 patients had prostate and bladder tumors, 6
patients had prostate and skin tumors, 2 patients
presented with prostate and colon cancer, 2 patients
with prostate, bladder, and skin tumors, 1 patient
had prostate and lung cancer, and 1 patient prostate,
bladder, and lung cancer (Table 1). The clinico-
pathologic features of all cases from G2 are summar-
ized in Table 3.

FGFR3 mutations were found in only 2 of 82 (2%)
cases from G1. In contrast, FGFR3 mutations were
present in 7 of 30 (23%) prostate cancer samples
from G2 (Figure 2). This difference was statistically
significant (Fisher’s exact test, P=0.001). All the
mutated cases from G2 had prostate cancer asso-
ciated with only one additional neoplasm. More-
over, analyzing different tumor combinations in G2,
3 of 18 (17%) patients with only prostate and
bladder cancer harbored a FGFR3 mutation in the
prostate tumor. In the subgroup with only prostate
and skin tumors, three of six (50%) prostate cancer
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Table 3 FGFR3 mutation analysis in specimens of the mixed tumor group (G2)

Mixed tumor group (G2)

Case no. Sample type FGFR3 status in Gleason Other tumors FGFR3 status in FGFR3 status in
prostate tumor other tumors normal prostate
14 Cystoprostatectomy WT G3+4 Bladder T4G3 WT WT
21 Cystoprostatectomy WT G3+4 Bladder T2G2 5249C WT
25 Cystoprostatectomy WT G3+3 Bladder T4G3 WT WT
23 Prostatectomy 5249C G3+3 Bladder TaG1 WT WT
27 Cystoprostatectomy WT G3+3 Bladder T2G3 WT WT
37 Cystoprostatectomy WT G3+3 Bladder T4G3 WT WT
43 Cystoprostatectomy WT G3+3 Bladder T1G3/lung cancer WT/not done WT
50 Cystoprostatectomy WT G3+3 Bladder T2G3 WT WT
56 Cystoprostatectomy WT G3+3 Bladder T3G3 WT WT
83 Cystoprostatectomy WT G3+3 Bladder TaG3 WT WT
85 Cystoprostatectomy WT G4+5 Bladder T4G3/squamous WT/not done WT
carcinoma skin
88 Cystoprostatectomy WT G3+3 Bladder TaG3 WT WT
92 Cystoprostatectomy S$249C G3+3 Bladder T2G3 WT WT
103 Cystoprostatectomy 5249C G4+3 Bladder T4G3 WT WT
104 Cystoprostatectomy WT G3+3 Bladder T2G3/actinic WT/not done WT
keratosis
108 Cystoprostatectomy WT G3+3 Bladder T3G3 WT WT
26 Needle biopsy WT G3+4 Bladder TaG2 Not done Not done
54 Needle biopsy WT G4+4 Bladder TaG2 Not done Not done
63 Prostatectomy WT G3+4 Bladder T1G3 Not done Not done
84 Needle biopsy WT G3+3 Bladder TaG2 Not done Not done
100 Prostatectomy WT G4+3 Bladder TaG2 Not done Not done
28 Metastasis WT — Squamous carcinoma Not done Not done
skin/actinic keratosis
41 Prostatectomy S249C G3+3 Basal cell carcinoma Not done Not done
53 Prostatectomy A393E G3+3 Seborrheic keratosis Not done Not done
68 Needle Biopsy WT G4+4 Seborrheic keratosis Not done Not done
76 Needle Biopsy WT G4+3 Seborrheic keratosis Not done Not done
77 Prostatectomy A393E G3+3 Seborrheic keratosis Not done Not done
10 Prostatectomy S$249C G3+3 Colon cancer Not done Not done
40 Prostatectomy WT G3+4 Lung cancer Not done Not done
44 Prostatectomy WT G3+3 Colon cancer Not done Not done
Prevalence of FGFR3 mutations in patients sample:s presented a FGFR3 mutation. Finally, one
with prostate cancer case with only prostate and colon cancer also had a
90 - FGFR3 mutation. The two cases with prostate,
80 bladder, and skin tumors, and the case with prostate
and lung cancer were wild type for FGFR3, in
@ 70 1 the analysis of exons 7 and 10 (Figure 3). Comparing
3 60 | G1 to the subset of G2 cases with only prostate
g 50 | g Mutated prostate tumor and bladder cancer, the difference ?n F GFBB_mqt{ition
S frequency (2 vs 17%) was also statistically significant
W WT prostate tumor . s .
5 40 (Fisher’s exact Test, P=0.039). The mutational status
i 30 4 of all G2 cases is also summarized in Table 3.
2 In a subset of patients from G2, including all the
20 1 cystoprostatectomy cases (n=15) and an additional
10 1 case with prostate and bladder biopsies, we also
0 4 studied the presence of FGFR3 mutations in the

Prostate and other tumors

Prostate tumor only

Figure 2 Prevalence of FGFR3 mutations in the different tumor
prostate groups according the presence of another type of cancer.
The prevalence of FGFR3 mutations in patients with only prostate
tumors was 2 vs 23% in patients with prostate and other types of
tumors (Fisher’s exact test, P=0.001).
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corresponding normal prostate and bladder tumors.
All the normal prostate tissue samples were wild
type for exons 7 and 10. Only one bladder tumor
presented a S249C mutation (1 of 16; 6%), and in
this case the corresponding prostate tumor and
normal prostate tissue were wild type (Table 3).
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Figure 3 Prevalence of FGFR3 mutations in the different
combinations of prostate cancer and another type of tumors.
The prevalence of FGFR3 mutations in the cases with prostate and
bladder tumors (17%) is significantly higher than in patients with
only prostate cancer (Fisher’s exact test, P=0.039).

Discussion

Prostate cancer is the most common cancer in men
in Europe and the second cause of cancer-related
death in men of the Western World. Its incidence is
increasing, but progression rate is only about 30%."*
More refined detection methods are increasing the
number of patients that undergo radical treatment
for tumors that perhaps would not progress or that
would eventually progress after many years, thus
resulting in increased survival and also higher
morbidity rates.?® Due to the difficulties in obtaining
samples for high throughput molecular analysis
from early tumors, genes that could be decisive for
the transition from a latent status to an aggressive
phase leading to progression are still unknown.
Therefore, there are no clues to select patients for a
less radical treatment or for a safe watchful waiting.

Many different genes have been investigated for
their potential roles in the development and pro-
gression of prostate cancer.*”*° However, in the
present time there are no relevant molecular markers
associated with tumor progression, with the differ-
ent subsets of prostate cancer or with some of the
clinicopathological features of this type of tumor.
There is a need to better identify patients who have a
low risk of progression, to avoid overtreating them,
as well as those who are likely to progress to treat
them more aggressively.

FGFR3 molecular alterations seem to be restricted
to a few types of human cancer. Mutations in this
gene have been reported in bladder and cervix
carcinoma, multiple myeloma, colon cancer and,
more recently, in benign skin tumors.”*** The
relatively high prevalence of FGFR3 mutations in
benign skin tumors and in noninvasive bladder
tumors suggests an association of FGFR3 mutation
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with low risk cancers.®**' Although it seems that
anomalous FGF signaling is involved in prostate
carcinogenesis, the functional role of FGFR3 and its
alterations in prostate cancer are unknown.

The purpose of this study was to investigate the
prevalence of FGFR3 somatic mutations in a large
group of well-defined prostate tumors classified by
stage and combined Gleason score. This is the first
report of the presence of FGFR3 genetic alterations
in prostate cancer. The mutational analysis revealed
that the FGFR3 gene is mutated in a small propor-
tion (8%) of prostate tumors.

Nevertheless, if we grouped the cases according to
the combined Gleason score, the presence of FGFR3
abnormalities was associated with less aggressive
prostate tumors, as 89% of mutations (8 out of 9)
were found in tumors with a combined Gleason
score = 6; 100% of mutations were present in tumors
with Gleason score <7 and, consequently, none of
the Gleason score >8 or the metastatic tumors
harbored any mutations. Comparing all cases with
combined Gleason score =6 with those with com-
bined Gleason score >6 and metastases taken
together, the presence of mutations in the former
was statistically significant. Thus, we can conclude
that mutations of FGFR3 are associated with a
subset of prostate tumors with low combined
Gleason score.

Only two previous papers have analyzed the
FGFR3 mutational status in prostate cancer, all of
them providing negative results.?®** Sibley et al*®
analyzed the mutational status of exons 7, 10, and 15
in only 10 samples, as well as in prostate cancer cell
lines DU145, PC3, and LNCap. In concordance with
our study, DU145 and PC3 were wild type for
FGFR3. They did not find FGFR3 mutations in other
tumors included in their series, such as stomach,
colon, ovary, brain, and kidney cancers. In most of
these subgroups, the number of samples was too low
to allow any definitive conclusions on the muta-
tional status of FGFR3. In a subsequent paper, Jang
et al®® reported the presence of FGFR3 somatic
mutations in about 5% of colon tumors in a series of
40 cases.

Naimi et a’** investigated the mutational status of
the junction between the Ig domains II and III of
FGFR3, which included exon 7 of the gene, in 20
prostate tumors. In this study, no mutation was
detected. According to our findings, the prevalence
of mutations in Gleason score <7 cases is about
11%, and most of them were Gleason score=6. In
the Naimi et al study, only 14 tumors with Gleason
score <7 were included, so their sample size
approached the threshold for detection.

In summary, the vast majority of prostate tumors
with a FGFR3 mutation were low-grade tumors.
Similar to what has been reported in bladder cancer,
the alterations of this gene in prostate cancer appear
to be associated with the less aggressive prostatic
tumors. These findings are in keeping with
the previously reported conception that FGFR3
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mutations are more prevalent in low-grade or benign
neoplasms.?>*!

According to the clinicopathological setting of the
tumors, the prevalence of mutations in the autopsy
(latent) tumors was 6% and in the biopsy samples
9%. In that sense, this gene does not seem to be
selectively altered in the group of tumors found at
autopsy, which theoretically would be mostly made
up of low-grade, slowly growing tumors.

The review of the clinicopathological data of the
patients revealed that some of them presented, in
addition to the prostate cancer, other simultaneous
or previous neoplasms in other sites. The other
lesions identified in these patients were mostly
urothelial and benign skin tumors, and there were
also few cases associated with colon and lung
tumors. The results of the mutational study were
then compared in two subgroups: a subgroup of
cases with only prostate cancer, G1, and another
subgroup with prostate cancer and an additional
different neoplasm, G2 (bladder, skin, colon, and
lung). Comparing the FGFR3 status between these
two groups, the presence of FGFR3 mutations was
significantly more prevalent in G2. Of patients with
prostate cancer and other tumors, 23% harbored a
FGFR3 mutation compared to 2% of FGFR3 muta-
tions in patients with prostate cancer only. When
separately analyzing the different tumor combina-
tions in G2, the prevalence of FGFR3 mutations in
patients with prostate and bladder tumors was much
higher (17%) than that of patients with only prostate
tumors (2%). Furthermore, 50% of cases with
prostate and skin tumors harbored a FGFR3 muta-
tion in the prostate tumor. Finally, one case with
prostate and colon cancer had a mutation. There-
fore, it is possible to conclude that FGFR3 mutations
are more prevalent in a subset of prostate tumors
from patients with concurrent bladder cancer. On
the other hand, although the number of cases with
both prostate and skin tumors is very low in our
series, the coexistence of these two neoplasms
seems to be strongly related with FGFR3 mutations
in the respective prostate carcinomas.

As FGFR3 is a gene involved in bladder carcino-
genesis and the presence of FGFR3 mutations is also
a common event in benign skin tumors,?03%3%3741
this association between bladder, skin, and prostate
cancer could suggest a common role for FGFR3 in
their pathogenesis. However, the mutational analy-
sis of the corresponding bladder tumors and normal
prostate samples in some of the patients from our
study revealed the wild-type status of the gene. In
fact, if the mutation did not occur in the germline,
the normal tissues should not harbor it. The lack of
FGFR3 mutations in the bladder tumors from the
patients with FGFR3 mutated prostate tumors could
indicate that the two tumors are unrelated. However,
it should be noted that most of the bladder tumors
investigated in the mixed tumor group belonged
to a group of invasive muscle bladder cancers.
It is well known that FGFR3 mutations are frequent
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in superficial tumors but not in muscle-invasive
tumors.?”7*%% Thus, another possible explanation
for the discrepant mutational status of FGFR3 in the
bladder and prostate tumors could be that the
bladder tumor had lost the mutated FGFR3 allele
along its progression.

The relationship between prostate and skin
tumors has not yet been previously investigated.
The finding that 50% of patients with prostate and
skin tumors in our series harbored FGFR3 mutations
seems to indicate that this gene could be related
with the pathogenesis not only of concurrent
bladder and skin tumors, but also of the concurrent
prostate and skin tumors. Interestingly, none of the
two cases with prostate, bladder, and skin tumors
harbored FGFR3 mutations.

A possible association between FGFR3 mutations
and tumors in different organs has been postulated
by different authors.®**" The fact that a high
proportion of low-grade urothelial carcinomas and
benign skin tumors harbors FGFR3 mutations sug-
gested a potential involvement of these mutations in
the pathogenesis of both entities. Furthermore, some
patients with epidermal nevi developed an urothe-
lial carcinoma at an early age. Nevertheless, neither
the bladder tumors nor the epidermal nevi in these
previous series displayed FGFR3 mutations, and the
authors suggested that other genes may be involved
in the pathogenesis of both tumors in these patients
or that FGFR3 mutations could involve other
exons.***' Our findings in prostate cancer have lead
us to speculate with an association between FGFR3
mutations and presence of tumors in different
organs, specially bladder and/or benign skin tumors.
This not being a germline alteration, it can be
speculated that mutations could involve selectively
different tissues in the same patients. In this regard,
previous studies in epidermal nevi revealed that
FGFR3 somatic mutations can occur in mosaicism.
Skin mosaicism results when postzygotic mutations
lead to the presence of two or more genetically
different cell populations in the same individual.*?
It has been shown that a proportion of epidermal
nevi result from activating embryonic mutations in
FGFR3 and PI3K presenting with mosaicism in
the skin.?*#34¢

In any event, similar to what has been reported for
bladder and skin tumors, the association of FGFR3
alterations with prostate and skin tumors cannot be
firmly established from the results of this study, and
it deserves further research in larger series of
patients, to elucidate the role of FGFR3 in the
pathogenesis of different coexisting tumors. The cell
type affected by the FGFR3 mutation as well as
different involved cofactors and signaling pathways
may contribute to the diverse tumoral phenotypes.*"

Another interesting finding was the identification
of a FGFR3 mutation in the prostate tumor from one
of the two cases with a simultaneous colon cancer.
Mutations in this gene have been previously
identified in colorectal cancer by Jang et al,*® and



it could be interesting to investigate the possible
relationship between the two tumors in a larger
cohort of patients.

With regard to the type of mutation, a wide range
of somatic hotspot mutations have been described in
low-grade urothelial carcinomas and in SK, whereas
the majority of EN display the R248C substitu-
tion.*>*' The most common mutation found in our
series of prostate tumors was S249C, whereas A393E
was present in two tumors. The S249C substitution
is the most frequent mutation described in bladder
cancer and the only one found to date in cervical
carcinomas. A393E is a rare mutation in bladder
cancer, about 1% of all reported mutations. How-
ever, it has been associated with bladder tumors
classified as low malignant potential neo-
plasms.?>29% In SK, the A393E substitution has
been reported with a frequency of about 9% of the
adenoid SK harboring FGFR3 mutations.*®

In sharp contrast with the inhibitory role of the
mutated forms of the FGFR3 gene in bone growth,
FGFR3 mutations have been suggested to play an
oncogenic role in human tumors.*® However, the
exact mechanism by which mutated FGFR3b is
involved in epithelial tumor progression is not well
understood. Moreover, the suggested oncogenic role
of mutated FGFR3 in different types of tumors is
controversial, with a striking high prevalence of
mutated benign skin tumors. In the S249C substitu-
tion, the newly created cysteine leads to the
formation of bisulfite bonds between the extracel-
lular domains of the two FGF receptors and to
ligand-independent constitutive receptor activation.
On the other hand, the A393E mutation increases
the fraction of FGFR3 dimers resulting from dimer
stabilization, measured by the change in the free
energy of dimerization.***” In addition, Bernard-
Pierrot et al** demonstrated that FGFR3b-5249C was
able to transform NIH-3T3 cells, inducing their
anchorage-independent growth and tumor transfor-
mation when injected subcutaneously into nude
mice, with the transforming properties classically
attributed to oncogenes.

In conclusion, the results of this study suggest
that although FGFR3 does not seem to be central in
the pathogenesis of prostate cancer, it is associated
with a subpopulation of low-grade prostate tumors,
and also with a subset of prostate carcinomas found
incidentally in patients with concurrent bladder
cancer or skin tumors. More studies are needed to
clarify whether FGFR3 alterations are useful to
identity patients with a low risk of progression,
and to investigate the possible relationship between
FGFR3 and the presence of concurrent tumors in the
same patients.
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3.2. Article 2: Alteracions moleculars ’EGFR i PTEN en cancer de prostata:

associaciéo amb carcinomes d’alt grau i estadi avancat

El cancer de prostata és la segona causa de mort per cancer en homes. El paper
de les alteracions combinades d’EGFR 1 PTEN en el pronostic del cancer de prostata no
esta ben establert 1 ha estat I’objectiu d’aquest estudi. La prevalenga de les mutacions
somatiques d’EGFR i PTEN, I’amplificacié6 d’EGFR i I’expressio proteica d’EGFR,
s’han investigat en una serie d’adenocarcinomes de prostata, classificats segons el
sistema de gradaci6 de Gleason. L’analisi mutacional va revelar 8 (8%) mutacions
d’EGFR 13 (3%) de PTEN, en 98 1 92 adenocarcinomes de prostata, respectivament. La
prevalenca, en conjunt, de mutacions d’EGFR i PTEN va ser 11%. Es va trobar
sobreexpressio6 d’EGFR en el 31% dels adenocarcinomes, amb una diferéncia
marginalment significativa (p = 0.068) entre adenocarcinomes de Gleason < 7 i Gleason
> 8 1 metastasis. Quatre casos (4 de 31; 13%) tenien guany del gen EGFR degut a
polisomia del cromosoma 7. En el 35% dels adenocarcinomes es va trobar algun tipus
d’alteraci6 d’EGFR-PTEN, amb tendéncia a associar-se amb adenocarcinomes
prostatics d’estadi avangat (p = 0.04). El polimorfisme IVS18+19 tamb¢ estava associat
amb els adenocarcinomes prostatics més avancats. Aquest és el primer estudi que
analitza les mutacions d’EGFR 1 PTEN en la mateixa serie d’adenocarcinomes
prostatics. La sobreexpressio de proteina és [’alteracio més freqiient d’EGFR. Les
mutacions en els gens EGFR i PTEN so6n un fet menor, tot i que el cancer de prostata
representa el segon tumor en el que les mutacions d’EGFR son més prevalents.
Existeixen alteracions en la senyalitzacié de la via d’EGFR-PTEN en una tercera part
dels adenocarcinomes de prostata, amb una incidéncia més alta en els casos més

avancats.
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Prostate cancer is the second cause of cancer-related death in men of the Western world. The potential
prognostic role of the combined alterations in EGFR and PTEN in prostate cancer is not well established. It was
the aim of the study to investigate this role. Prevalence of EGFR and PTEN somatic mutations, EGFR
amplification and EGFR protein expression were investigated in a series of prostate adenocarcinomas,
classified according to the current Gleason grading system. Mutational analysis revealed eight EGFR and three
PTEN mutations in 98 (8%) and 92 (3%) prostate adenocarcinomas, respectively. The combined prevalence of
EGFR-PTEN mutations was 11%. EGFR overexpression was present in 31% of adenocarcinomas, with a
marginally significant difference (P=0.068) between Gleason grade <7 adenocarcinomas and Gleason grade
>8 and metastatic adenocarcinomas. Four cases (4 of 31; 13%) had an EGFR gene gain due to chromosome 7
polysomy. In 35% of adenocarcinomas we found some type of EGFR-PTEN alteration, with a tendency to be
associated with advanced-stage prostate adenocarcinomas (P=0.04). The IVS18 + 19 polymorphism was also
associated with more advanced prostate adenocarcinomas. This is the first study reporting mutations of EGFR
and PTEN in the same series of prostate adenocarcinomas. Protein overexpression is the most frequent EGFR
abnormality. Mutations in EGFR and PTEN genes are a minor event, although prostate cancer represents the
third neoplasm in which the EGFR gene mutations are more prevalent. Alterations in the EGFR-PTEN signaling
pathway are present in a third of prostate adenocarcinomas, particularly affecting the more advanced cases.
Modern Pathology (2010) 23, 703—712; doi:10.1038/modpathol.2010.45; published online 5 March 2010
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EGFR belongs to the ErbB family of tyrosine kinase
receptors.” They are activated by binding to peptide
growth factors of the EGF family, leading to activa-
tion of multiple downstream pathways. The
Ras-Raf-MEK-ERK1/2, STAT-3, and STAT-5, and
the PISK/PTEN-Akt-Mtor cascades are the main
pathways activated downstream of ErbB receptors,
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which have strong regulatory effects on cell prolif-
eration, differentiation, survival and migration.*®

In many different cancer cell types, the ErbB
pathway becomes hyperactivated by a range of
mechanisms.?* Increased levels of EGFR gene
expression have been reported in adenocarcinomas
of the head and neck, lung, pancreas, bladder, ovary,
cervix, brain, breast, colon and prostate, among
others, and have been frequently associated to
adverse prognosis.**®°

EGFR gene amplification, as well as structural
genetic alterations, has been reported in several
adenocarcinoma types, including non-small-cell
lung cancer (NSCLC), glioblastoma, pancreatic can-
cer, and head and neck squamous cell carcinoma.
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Point mutations or short DNA deletions have mainly
been reported in lung cancer, with a low frequency
in prostate and colorectal cancers and a very
uncommon occurrence in head and neck, pancreas,
esophagus and breast cancer, among others.**"?

In prostate cancer, EGFR overexpression has also
been described. Some studies report an increasing
expression along the natural history of prostate
cancer, as well as an association with poor prog-
nostic factors such as high-grade, advanced-stage
and progression to hormone refractory status.>'®
Recently, EGFR point mutations and amplification
have been found in prostate cancer, particularly in
advanced adenocarcinomas."*"> However, the num-
ber of cases in these series is small, and on the other
hand another recent study performing analysis of
EGFR somatic mutations, amplification and protein
expression in the same subsets of prostate adeno-
carcinomas did not find mutations."

The PI3K-PTEN-AKT signaling pathway has been
shown to be important in the survival and prolifera-
tion of human prostate cancer cells and to regulate
prostate adenocarcinoma angiogenesis.’®'” In re-
sponse to growth factors, the PI3K pathway can be
activated by different protein tyrosine kinases,
including the ErbB family and FGFRs among others.
The PTEN phosphatase, in turn, has an important
role in the regulation of phosphatidylinositol-3-
kinase (PI3K) product (PIP;), as a central negative
regulatory factor of PI3K-AKT pathway.'®"® PI3K—
AKT pathway is one of the major signal transduction
pathways that promote cell growth, survival and
proliferation. In addition, PTEN is involved in cell-
cycle progression and regulation of DNA damage
key checkpoint proteins. Moreover, PTEN regulates
p53 stability, and p53 in its turn positively controls
PTEN transcription.*®

PTEN alterations have been described in different
human tumor types such as glioblastoma, breast
cancer, lung cancer, melanoma and prostate cancer,
among others. Somatic alterations of PTEN include
point mutations, small deletions, homozygous dele-
tions and epigenetic silencing."®*' Functional loss of
PTEN and subsequent activation of the AKT path-
way is one of the most frequent abnormalities in
prostate cancer progression, and chromosomal re-
gion mapping has shown PTEN to be the most
frequently deleted gene in prostate cancer.?” Differ-
ent studies have indicated that PTEN haploinsuffi-
ciency could be an early prognostic marker for
prostate cancer, and complete loss of PTEN expres-
sion appears to correlate with advanced pathologic
stage and high Gleason score.?"**** Somatic PTEN
deletions and mutations have been described in
primary and, more frequently, in metastatic prostate
adenocarcinomas. The reported frequency of PTEN
mutations in metastatic adenocarcinomas varies
between 20 and 60%. In primary adenocarcinomas,
lower frequencies have been reported, with discre-
pancy among the different studies, and an overall
estimation of approximately 15%.%°*" However,
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both the number of papers analyzing somatic
mutational status of PTEN and their sample size
are too small to establish their actual prevalence in
primary prostatic adenocarcinomas.

The potential prognostic role of the alterations in
EGFR and its downstream effector PTEN in prostate
cancer is not well established. Several clinical
strategies are available to block EGFR receptor-
mediated oncogenic function. It would be very
important to determine the different types of
aberrant events in EGFR and PTEN, to understand
the pathogenesis and natural history of prostate
cancer and to select appropriate treatment strategies
with different inhibitors. In this study, we have
investigated the prevalence of EGFR and PTEN
somatic genetic alterations and protein expression
in a large group of well-defined prostate adenocar-
cinomas from a Caucasian population, classified by
stage and Gleason score.

Materials and methods
Patients and Adenocarcinoma Samples

A total of 98 prostate adenocarcinomas were
selected retrospectively from the files of the Depart-
ment of Pathology, at the Hospital del Mar in
Barcelona, Spain, and were the subject of this
report. From these, 12 were needle biopsy, 61 radical
prostatectomy adenocarcinomas, 16 adenocarcino-
mas found at autopsy, so-called latent adenocarci-
nomas, 3 found at cystoprostatectomy (incidental)
and 6 bone metastases. All adenocarcinomas were
staged with the TNM classification. According to the
current Gleason grading criteria, the prostate tumors
were classified as combined Gleason scores 6
(n=32), 7 (n=39) and >8 (n=21). 89 samples
were formalin-fixed paraffin-embedded adenocarci-
nomas, and 9 samples were frozen adenocarcino-
mas. Although no information on grade was
available from the respective primary adenocarcino-
mas, metastatic samples (n=6) were grouped to-
gether with Gleason score >8 tumors, assuming
they belonged to an aggressive category.

The autopsy samples dated from 1993 to 2007.
The remaining cases were recruited between 2000
and 2008.

EGFR and PTEN Mutation Analysis

DNA extraction and DNA quality checking was
performed in all samples as previously described.?**
Exons 18-21 of EGFR and exons 5—8 of PTEN were
amplified and sequenced in 98 cases for EGFR and
in 92 cases for PTEN using tumor DNA. We used
exon-specific primers binding to adjacent intron
sequences except for exons 5 and 8 of PTEN, in
which the primer comprised a part of the exon
analyzed. The primers for EGFR were: CCCTTGTCT
CTGTGTTCTTG (forward) and TCATGGTCTGGTG



GGGA (reverse) for exon 18; AGCATGTGGCACCAT
CTCAC (forward) and TCAGGCCCACCTTTTCTC
(reverse) for exon 19; AGCCACACTGACGTGCCTCT
(forward) and ATAAGGAGCCAGGATCCTCA (re-
verse) for exon 20 and TGCAGAGCTTCTTCCCAT
GA (forward) and AGGTGGCTTTAGGTCAGCCA
(reverse) for exon 21. The primers for PTEN were
CTTATTCTGAGGTTATCT (forward) and GGTGTAA
TGATATGTGCA (reverse) for exon 5A; CACTGTAA
AGCTGGAAAGGGACG (forward) and TCCTCTTCC
TGGATCTGAG (reverse) for exon 5B; TTTTCTGT
CCACCAG (forward) and CCATGTATTGGAACAGT
(reverse) for exon 6; CCTGTGAAATAATACTGGT
(forward) and CATTGGGAGAAATATCCAA (re-
verse) for exon 7 and GTGATCAAGAAATCGATA
(forward) and GGTTGTTGACTTGTATGT (reverse)
for exon 8.

PCR reactions, product purification and mutation
analysis were performed as previously described.?*
PCR conditions were 95°C (5min) for 1 cycle, 95°C
(40s), 63°C (40s) for EGFR and 54°C (40s) for PTEN,
72°C (40s) for 40 cycles and a final extension step of
72°C (5min). PCR products were separated by
electrophoresis and visualized with ethidium bro-
mide. Samples without DNA templates were in-
cluded in all assays as negative controls. Each PCR
product was sequenced in both forward and reverse
directions. All mutations reported were confirmed
with two independent rounds of PCR and direct
sequencing. As quality control, independent PCR
products were amplified and sequenced in 14% of
wild-type (wt) cases to confirm the mutational
results using DNA from the same adenocarcinoma
areas.

Immunohistochemistry of EGFR and PTEN

Immunohistochemical staining for EGFR was per-
formed on 75 cases, all of them from formalin-fixed
paraffin-embedded tissue sections, using a highly
specific mouse monoclonal antibody (Clone H11;
Dako, Glostrup, Denmark). In all samples, immunor-
eaction was revealed using the EnVision Plus system
(Dako) and counterstained with hematoxylin. EGFR
expression was evaluated semiquantitatively by
estimating the percentage of positive adenocarcino-
ma cells as follows: score 0, no detection of positive
cells; 14, weak positivity in <10% cancer cells; 2
+, moderate or strong positivity in 10-40% cancer
cells and 34, moderate or strong positivity in
>50% cancer cells. An adenocarcinoma was con-
sidered to overexpress EGFR when the score was 2
+ or 3 +.

Fluorescence in situ Hybridization Analysis of EGFR

To assess the genetic status of EGFR, we carried
out fluorescence in situ hybridization (FISH) on
formalin-fixed paraffin-embedded tissues, in the 31
cases in which there was tumor tissue available for
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this purpose. The EGFR probe consists of two
probes, one with the centromeric «-satellite probe,
specific for chromosome 7 (spectrum green), and a
locus-specific probe for the EGFR gene, located at
7p12 (spectrum orange) (Abbott Molecular Inc., Des
Plaines IL, USA). We serially performed a hematoxy-
lin—eosin stain and FISH in consecutive tissue
sections. After pathological confirmation, FISH
slides were deparaffinized, pretreated with EDTA
solution in a microwave and digested with pepsin
(0.05mg/ml in 0.01N HCL) for 30min at 37°C.
Tissue morphology was assessed by phase-contrast
microscopy to ensure sufficient digestion of the
collagen matrix. Pretreated tissue sections and
probes were co-denatured at 78°C for 5min and
hybridized overnight at 37°C in a hot plate (Hybrite
chamber; Abbot Molecular Inc.). After hybridization
washes, slides were counterstained with 4,6-diami-
no-2-phenylindole (DAPI counterstain; Abbott
Molecular Inc.).

Results were analyzed in a fluorescence micro-
scope (Olympus; BX51) using the CytoVision soft-
ware (Applied Imaging, Santa Clara, CA, USA).
Tissue sections were scanned at low magnification
(x 100) with DAPI excitation. A minimum of 100
nuclei were scored by two observers. Based on
previous publications,"® an adenocarcinoma was
considered amplified if the EGFR/centromere 7 ratio
was >2.0. We used adjacent normal tissues from
four cases as controls. The cutoff for polysomy (3—4
copies) was 7%.

Results
EGFR and PTEN Mutational Analyses

EGFR mutations were sought in 98 and PTEN
mutations in 92 prostate adenocarcinoma samples.
All the cases analyzed for PTEN were also tested for
EGFR. Of 98, 8 (8.2%) adenocarcinomas harbored
EGFR mutations, and of 92 adenocarcinomas, 3
(3.3%) had PTEN mutations (Table 1).

All EGFR mutations were located in exons 20 and
21. Two of them were found in Gleason score 6
adenocarcinomas (2 of 32; 6.3%) and 6 of them in
Gleason >7 adenocarcinomas (6 of 66; 9.1%). We
identified 5 mutations: I821T and 17891 in exon 20,
and L858L, H870N and V834A in exon 21. The most
common mutation was V834A substitution, present
in three adenocarcinomas. Only the L858L silent
change had been previously reported (Figure 1).

We also found two polymorphisms: Q787Q in
exon 20 and IVS18 +19 in intron 18. Both of them
have been described previously in normal popula-
tion (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) with fre-
quencies of 43 and 3%, respectively, in
heterozygosity. The Q787Q polymorphism was
detected in 69 cases (70.4%), and the intron 18
polymorphism IVS18 + 19 was detected in 17 cases
(17.3%). Fifteen prostate adenocarcinomas pre-
sented both polymorphisms in the same sample.
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Table 1 Spectrum of EGFR and PTEN mutations and pathological features of mutated prostate adenocarcinomas

Case no. Adenocarcinoma precedence Gleason’s score Mutation Type of alteration Gene Codon
12 Prostatectomy G3+4 1821T Missense EGFR Exon 20
69 Prostatectomy G3+3 1821T Missense EGFR Exon 20
45 Prostatectomy G3+4 V834A Missense EGFR Exon 21
27 Metastasis G8-10 V834A Missense EGFR Exon 21
52 Prostatectomy G3+4 V834A Missense EGFR Exon 21
48 Prostatectomy G3+3 17891 Missense EGFR Exon 20
67 Prostatectomy G3+4 H870N Missense EGFR Exon 21
80 Prostatectomy G4+5 L.858L Silent EGFR Exon 21
18 Cystoprostatectomy G3+4 D223N Missense PTEN Exon 7
21 Prostatectomy G545 Del 164 Stop PTEN Exon 5
32 Prostatectomy G3+4 P95S Missense PTEN Exon 5
EGFR mulations PTEN mutations
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Figure 1 EGFR and PTEN sequence analysis in prostate tumors. Case 1 presented a mutation in exon 20, transition T —C at codon 821.
Case 2 presented a mutation in exon 21, transition A — G at codon 834. Case 3 presented a deletion of an adenine at codon 164 in exon 5.

Case 4 presented a mutation in exon 7, transition C— T at codon 223.

Thus, the prevalence of both polymorphisms was
higher in our series of prostate adenocarcinomas
than in the SNPs database; 17.3 vs 3% for IVS18 +19
and 70.4 vs 43% for Q787Q. Distribution of
adenocarcinoma polymorphisms according to the
Gleason score classification is shown in Figure 2.
The presence of IVS18 +19 was statistically asso-
ciated with more aggressive prostate adenocarcino-
mas (Gleason >8 adenocarcinomas and metastases)
(Fisher’s exact test P=0.042). With exception of two
cases, all adenocarcinomas with IVS18 +19 pre-
sented also Q787Q polymorphism.

Only 3 of 92 adenocarcinomas (3.3%) showed
PTEN mutations. Two of them carried missense
mutations, P95S (exon 5) and D223N (exon 7), and
one had a deletion of an adenine leading to a
premature stop in codon 164 (exon 5) (Figure 1).
Both cases with missense mutations were Gleason
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score 7 adenocarcinomas, and the case with the
PTEN truncating mutation was a Gleason score 10
adenocarcinoma.

Taking together mutational analyses of both genes,
11 (11.6%) adenocarcinomas presented a genetic
alteration in the EGFR-PTEN signaling pathway.
Presence of PTEN and EGFR somatic alterations
seemed to be mutually exclusive, because none of
the adenocarcinomas harbored mutations in both
genes.

For the statistical analysis, we have excluded
three cases in which it was not possible to perform
PTEN mutational study and EGFR was wt. If we
analyze the overall prevalence of EGFR and PTEN
mutations according to Gleason score, 2 of 32 (6.3%,
Gleason score 6), 6 of 38 (16%, Gleason score 7) and
3 of 25 (12%, Gleason score >8 and metastases) had
a mutation. Prevalence of mutations in Gleason



score 7 and >7 adenocarcinomas was similar, so
considering only two groups (adenocarcinomas with
Gleason score 6 vs adenocarcinomas with Gleason
score >7), 2 of 32 (6.3%) adenocarcinomas with
Gleason score 6 presented a mutation vs 9 of 63
(14.3%) adenocarcinomas with Gleason score >7.
Although, this difference is not statistically signifi-
cant, it seems that mutations in EGFR-PTEN
signaling pathways may be more frequent in high
Gleason score adenocarcinomas.

EGFR and PTEN immunochistochemistry

In 75 adenocarcinomas we analyzed the protein
expression using immunohistochemistry. Normal,
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Figure 2 Prevalence of EGFR polymorphisms in the different
adenocarcinoma Gleason scores. IVS18 + 19 is associated with
more aggressive prostate adenocarcinomas (Gleason score >8
adenocarcinomas and metastases) (Fisher’s exact test P=0.042).
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atrophic and hyperplastic prostate glands showed
EGFR protein expression in basal cells. Neoplastic
prostate glands had no expression in most of the
cases (n=48), whereas EGFR immunostaining was
detected in 27 adenocarcinomas. EGFR overexpres-
sion was considered when adenocarcinoma cells
showed an immunohistochemical score from 2 + to
3+. Thus, 23 adenocarcinomas (31%) overex-
pressed EGFR. In 4 of 27 adenocarcinomas we
found a very weak expression, classified as score 1
+, and we grouped them with the negative cases.
Nine adenocarcinomas were considered as score 2 +,
and 14 cases showing very strong EGFR expression
were classified as score 3+ . EGFR-overexpressing
adenocarcinomas belonged to different Gleason
score groups: 6 of 28 (21.4%) were Gleason score
6, 8 of 28 (28.6%) Gleason score 7 and 9 of 19
(47.4%) Gleason score >8 and metastases (Figure 3).
Comparing adenocarcinomas with Gleason score <7
and adenocarcinomas with Gleason score >8 and
metastases, 14 of 56 (25%) vs 9 of 19 (47.4%)
showed EGFR overexpression (Pearson’s y’-test,
P=0.068), indicating that there is a statistical trend
toward EGFR overexpression to be associated with
the more aggressive prostate adenocarcinomas. In 75
samples, both mutation and protein expression
analyses were performed. There was no statistical
association between the presence of mutation and
EGFR overexpression.

FISH Analysis of EGFR

EGFR gene amplification was investigated by FISH
analysis in 31 adenocarcinomas, 13 cases were
Gleason score 6 and 14 were Gleason score >7
and 4 were Gleason score >8 and metastases. None
of the 31 cases showed EGFR amplification, being
EGFR/centromere 7 ratios <1.5. Four cases (4 of 31;
13.3%) had gain of EGFR gene due to chromosome 7
polysomy. All of these cases had 3-5 copies of
chromosome 7 in 30-70% of the cells (Figure 4).
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Figure 3 Examples of immunohistochemical expression of EGFR in prostate adenocarcinomas. (a) Gleason score 9, wild-type prostate
adenocarcinoma showing moderate to strong EGFR expression. (b) Gleason score 9 bone metastatic adenocarcinoma, wild-type, showing
moderate EGFR expression. (¢) Absence of EGFR expression in a V834A bone metastatic mutant adenocarcinoma (original magnification,

x 200).
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Figure 4 Cells with chromosome 7 polysomy. The adenocarcino-
ma cells show 3—4 signals of chromosome 17 (green) accompanied
by 3—4 signals of EGFR gene (orange).

Although the number of cases with EGFR gain is
low and we have not found statistical significance
(Fisher’s exact test, P=0.120), the presence of
polysomy seems to be related with high-grade
adenocarcinomas, as all cases with chromosome 7
gain were Gleason score >7.

In 23 adenocarcinomas, immunohistochemistry of
both EGFR and FISH analyses could be performed.
There was no relationship between EGFR protein
expression and gene copy number tested using FISH
analysis: the five EGFR-overexpressing adenocarci-
nomas in this subgroup did not show EGFR gain and
one adenocarcinoma with polysomy did not show
EGFR immunostaining. No information regarding
immunohistochemical expression was available for
the other three cases with EGFR gain due to polysomy.
However, the number of cases studied for both
analyses was too low to draw definitive conclusions.

Total EGFR and PTEN Alterations

Including as EGFR alterations somatic mutation,
copy number gain and/or immunohistochemical
expression, 31 adenocarcinomas presented an aber-
rant event in the EGFR molecule or gene (Figure 5).
The most frequent aberrant activating event was
EGFR protein overexpression, present in 31.1% of
prostate adenocarcinomas analyzed by immunohisto-
chemistry. In 75 cases we performed both mutation
and immunohistochemistry analyses, and in 30 cases
we performed both mutation and FISH analyses.
Overexpression and mutation were coexistent in only
four cases. Nevertheless, taking into account that we
have combined information on the three analyses in
23 adenocarcinomas only, it has not been possible to
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Figure 5 Distribution of EGFR-PTEN alterations in prostate
adenocarcinomas. The most frequent type of alteration was EGFR
overexpression, with a prevalence of 31%.

determine whether the different types of EGFR
alterations are coexistent or exclusive. In any event,
we tested the distribution of total EGFR aberrant
events in our series of prostate adenocarcinomas. If we
classify the altered EGFR adenocarcinomas according
to their Gleason score, 8 of 32 Gleason score 6
adenocarcinomas (25%), 11 of 38 Gleason score 7
adenocarcinomas (29%) and 12 of 28 Gleason score
>8 and metastases (43%) presented an EGFR altera-
tion.

Comparing adenocarcinomas with Gleason scores
<7 and >7, we found that the prevalence of
alterations was 27 vs 43%. Taking together total
EGFR alterations and PTEN mutations, we found
that 34 adenocarcinomas (35%) presented an aber-
rant event in the EGFR-PTEN signaling pathway.
However, for the statistical analysis, we excluded
negative cases in which it was not possible to test
EGFR or PTEN alterations by all the techniques.
Thus, in 52 adenocarcinomas we could test the
association between immunohistochemistry and
FISH positivity, mutations and Gleason classifica-
tion. Alterations in the EGFR-PTEN signaling were
related to an increasing Gleason score of the
adenocarcinomas. Eight of 17 (47%) Gleason score
6, 13 of 20 (65%) Gleason score 7 and 13 of 15
(86.7%) of Gleason score >8 and metastases
presented EGFR overexpression or EGFR copy
number gain or somatic mutations (Pearson’s y*-test,
P=0.063). Comparing Gleason score <7 adenocar-
cinomas with Gleason score >8 adenocarcinomas
and metastases, we found that the presence of
alterations in EGFR or PTEN was statistically
associated with higher-grade prostate adenocarcino-
mas (Pearson’s y*-test, P=0.04; Figure 6).

Relationship between EGFR Status and Biochemical
Recurrence

Of the 49 patients with available PSA data and a
follow-up of at least 24 months, biochemical
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Figure 6 For the statistical analysis, we excluded negative cases
in which it was not possible to test EGFR or PTEN alterations by
all the techniques. Comparing Gleason score <7 with Gleason
score >8 and metastases, EGFR-PTEN alterations are statistically
associated with higher-grade prostate adenocarcinomas (Pearson’s
72-test, P=0.04).

recurrence was detected in 13, whereas in the
remaining 36 cases there was no sign of biochemical
or clinical recurrence at last follow-up. Fourteen
cases in this subgroup with available PSA data
showed some type of EGFR alteration and one
presented a PTEN mutation, whereas the remaining
34 cases were wt. No statistical association between
EGFR-PTEN mutations and recurrence, nor between
EGFR overexpression and biochemical PSA values
was found, although only 8% of cases without EGFR
overexpression showed biochemical recurrence,
whereas 30% of patients with EGFR-overexpressing
adenocarcinomas did. In addition, there was no
statistical association between the polymorphic
variants and recurrence, although the percentage of
patients who showed biochemical PSA increase at
follow-up was higher in cases with the IVS18+ 19
variant (36.4%, corresponding to 4 of 11 cases
with the polymorphism) compared with those with-
out it (23.7%, or 9 from 29 cases without the
polymorphism).

Finally, there was a significant association be-
tween combined Gleason score and biochemical
recurrence, as about 67% of Gleason score >8 and
metastatic patients developed biochemical recur-
rence, whereas only 24% of Gleason score 7 and
none of Gleason score 6 patients did recur (Fisher’s
exact test P<0.0001). These results are an indication
that this series of patients was not biased and
reflected the normal spectrum of the disease.

Discussion

The molecular changes involved in the pathogenesis
and the natural history of prostate adenocarcinoma
are poorly understood. Thus, the essential steps that
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mark the transition from the early phases of prostate
cancer development to more aggressive stages of the
disease are not known. The main parameters
guiding therapy and prognosis are still pathological
grade and stage. There is a need for new prognostic
and therapeutic markers, particularly with the
development of new molecular-targeted therapies,
such as the anti-EGFR molecules. In this study, we
have investigated the changes in EGFR and PTEN in
different clinical-pathological subsets of prostate
cancer.

Increased levels of EGFR gene expression have
been detected in a high variety of human adenocar-
cinomas including prostate cancer, mainly using
immunohistochemical techniques, and they have
been frequently related to adverse prognosis. How-
ever, whether EGFR overexpression is a prognostic
factor in patients with these adenocarcinomas is still
controversial.»*° Till date, very few reports have
analyzed the EGFR mutational status in prostate
cancer. In fact, only three articles have reported the
presence of EGFR somatic mutations in this type of
adenocarcinoma, all of them based on a small
number of cases. To date, the prevalence of EGFR
somatic mutations in prostate cancer published in
the Catalogue of Somatic Mutations in Cancer
(www.sanger.ac.uk) is about 6%. Douglas et al'
identified the presence of EGFR mutations in
prostate cancer for the first time, and they found
four not previously reported missense mutations in
the tyrosine kinase domain of EGFR. The prevalence
of mutations in this study was 4.5% (4 of 89
patients). Interestingly, the samples analyzed be-
longed to Caucasian, African American and Korean
patients, and three of the four mutated adenocarci-
nomas were from Korean patients. Later on, Cai
et alP’® reported that three of these four mutations
were constitutively active oncogenic mutations.
Schlomm et al* also analyzed the EGFR exons 18—
21, but did not find mutations, although the number
of adenocarcinomas analyzed was very low. Cho
et al** reported nine EGFR mutations in three
advanced prostate cancer cases, and they were not
confirmed by additional independent rounds of PCR
amplification and sequencing.

To the best of our knowledge, this is the first study
in which the significance of the EGFR and PTEN
alterations in prostate cancer is investigated focus-
ing on the relationship among somatic mutations,
gene amplification and protein expression. In addi-
tion, this is the largest series of prostate cancer cases
in which EGFR mutations have been analyzed.
Moreover, this is the first study reporting mutations
of EGFR and PTEN in the same series of prostate
adenocarcinomas. Our study data indicate a pre-
valence of 8.2% for EGFR and 3.3% for PTEN
mutations. Taking together both genes, 11.3%
prostate  adenocarcinomas presented somatic
point alterations in the EGFR-PTEN signaling path-
way. The prevalence of mutations was higher in
aggressive prostate adenocarcinomas (Gleason score

709

MODERN PATHOLOGY (2010) 23, 703-712



EGFR-PTEN in prostate adenocarcinomas

710

S de Muga et al

>7), although this trend was not statistically
significant. The presence of EGFR and PTEN
mutations seemed to be mutually exclusive because
none of the adenocarcinomas harbored mutations in
both genes.

PTEN mutation prevalence in our series is lower
than that reported previously. We have found only
three PTEN mutations, two of them had been
previously described in other tumor types®**® and
the missense mutation D223N has not been reported
before. In the prostate cancer literature, PTEN
mutations have been described with discrepant
data.?*®° It is noteworthy that although PTEN
mutations were reported in prostate cancer for the
first time in 1997°° relatively few papers have
analyzed the mutational status of this gene in
prostate cancer since then, and perhaps the number
of adenocarcinomas tested in these studies has been
too small to establish the true prevalence of somatic
mutations in primary prostate cancer.

In the EGFR mutational analysis, the percentage of
mutations is also low, about 8%. Nevertheless, the
percentage of EGFR mutations reported in the liter-
ature on human adenocarcinomas is also low. The
highest incidence of EGFR mutations in Caucasian
patients (10%) has been reported in NSCLC,
followed by adrenocortical carcinoma (9%) (http://
www.sanger.ac.uk/). According to our study results,
prostate cancer would be the third most frequent
neoplasm harboring somatic EGFR mutations.

Most of EGFR mutations described in human
adenocarcinomas are located in the tyrosine kinase
domain, affecting exons 18-21. The in-frame dele-
tion in exon 19 involving codons 746-753, and a
missense mutation leading to a substitution at codon
858 (L858R) in exon 21, are two mutation hotspots,
which account for more than 90% of all detected
mutations in lung cancer.?”~*° Codon 858 is the most
frequently mutated hotspot for EGFR in human
cancer, and missense mutation L858R is almost
exclusive of lung cancer, where it constitutes around
42% of EGFR mutations (http://www.sanger.ac.uk/).

In our series of prostate adenocarcinomas we have
found mutations in exons 20 and 21 of EGFR.
Although the L858L change had already been
reported in upper aerodigestive tract adenocarcino-
mas, the remaining mutations are described for the
first time in this article. Interestingly, codons 834
and 870, which contained mutations in four pro-
static adenocarcinomas in our series, have been
found to be mutated in lung, thyroid and head and
neck adenocarcinomas, but with different resulting
amino-acid changes (http://www.sanger.ac.uk/).
From previous reports in prostate cancer and other
primary adenocarcinomas, data contained in the
‘Catalogue of Somatic Mutations in Cancer’ database
(http://www.sanger.ac.uk/), and our own results, it
appears that in lung cancer EGFR mutations occur
mostly as hotspot somatic mutations, whereas in
other adenocarcinoma types they are distributed in
different codons along exons 18-21. The E709K
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missense mutation, found in two prostate adeno-
carcinomas by Cho et al** could be considered an
exception, as it has been found also in 11 lung
cancer samples (http://www.sanger.ac.uk/).

Several authors have analyzed the immunohisto-
chemical expression of EGFR in prostate cancer.
There is a high variability of EGFR expression,
ranging from 1 to 100% in different studies.>"®*"*?
Data on the relationship between Gleason score and
EGFR expression are also conflicting.**™** In recent
papers, there is more agreement in the association
between EGFR immunostaining and advanced ade-
nocarcinoma stage, high Gleason score and pre-
operative PSA. These results support a role for EGFR
expression in the development of prostate cancer
and in the progression to an androgen-independent,
hormone-refractory clinical phase.>'*** Schlomm
et al'*® reported EGFR immunostaining in 18% of
samples, in a large tissue microarray immunohisto-
chemical study with more than 2000 adenocarcino-
mas. In addition, it has been suggested that EGFR
overexpression is significantly less common in
Caucasian (18%) than in African American (46%)
and Korean (72%) patients.”*' We have found
EGFR expression in 31% of adenocarcinomas, a
higher percentage than that of previous reports
based on Caucasian populations.’®'>*' Moreover,
our study results concur with those of Schlomm
et al”® in finding an association between increased
EGFR expression and high Gleason score. They also
performed mutational analysis in the same cases,
with negative results.

Using FISH, Schlomm et al*® also found gains in
EGFR copy number due to chromosome 7 polysomy
in 3.3% of cases, whereas EGFR amplification was
observed in 0.3% of cases. In addition, they found a
significant association of EGFR copy number gains
with protein expression, and with higher-grade and
advanced-stage adenocarcinomas. In our series,
EGFR gains were identified in 4 of 30 adenocarci-
nomas (13.3%), all of them with a low copy number
increase (3—5 copies) due to chromosome 7 polys-
omy. All FISH-positive adenocarcinomas were Glea-
son score >7, and EGFR amplification was not
found in any of them. Although there was no
correlation between EGFR expression and EGFR
copy number gains, a statistically significant asso-
ciation was found between increase in EGFR, due to
either protein overexpression or chromosome 7
polysomy, and high Gleason score.

About 31% of prostate adenocarcinomas in the
present series showed EGFR overactivation by
mutation, overexpression and/or increased copy
number. Taking together total EGFR alterations and
PTEN mutations, 34 adenocarcinomas (35%) pre-
sented some sort of aberrant event in the EGFR-
PTEN signaling pathway. Total alterations in EGFR—
PTEN signaling were related to adenocarcinoma
Gleason score, with a statistically significant
association with Gleason score >8 and metastatic
adenocarcinomas (Pearson’s y*-test, P=0.04).



PTEN mutation represents a minor aberrant event
in the pathogenesis of prostate adenocarcinomas. It
would be interesting to investigate other PTEN
alteration mechanisms, such as deletion or epige-
netic inactivation. The most common mechanism
for PTEN inactivation of both alleles is mutation of
one of them and deletion of the other, although
reduced PTEN protein levels are often seen in the
absence of genomic abnormalities.*®*” Loss of
heterozygosity (LOH) of PTEN has been frequently
reported in primary prostate adenocarcinomas, but
the proportion of adenocarcinomas with deletion of
one allele and mutation of the other is low.***® Dong
et al*® reported, in a series of low-stage adenocarci-
nomas, that PTEN LOH and somatic mutations were
uncommon, and they concluded that alteration of
PTEN was not an early event in prostatic carcino-
genesis. Conversely, different studies have indicated
that PTEN haploinsufficiency could be an early
prognostic marker for prostate cancer, and complete
loss of expression appears to correlate with patho-
logical markers of poor prognosis and tumor
progression.*%*"#%22:3949 Mouse models for prostate
cancer also suggest that PTEN may have a role in
initiation or early progression of the disease.'®?7-*->"
Interestingly, adenocarcinomas from heterozygous
PTEN(+/—) mice lose the wt PTEN allele, implying
that adenocarcinoma formation requires lack of both
PTEN alleles.**

To the best of our knowledge this is the first paper
and the largest series analyzing EGFR and PTEN
mutations in prostate adenocarcinomas from Cau-
casian population, and also the first to report EGFR
and PTEN mutations in the same series of prostate
adenocarcinomas. In addition, we have also tested
protein expression by immunohistochemistry and
EGFR copy number by FISH. We conclude that the
EGFR signaling pathway is involved in about one
third of prostate adenocarcinomas, particularly in
high Gleason score adenocarcinomas. Protein over-
expression is the most frequent type of EGFR
aberrant event. Furthermore, overrepresentation of
EGFR due to chromosome 7 polysomy or protein
overexpression is statistically associated with more
aggressive prostate adenocarcinomas. Mutations in
EGFR and PTEN are a minor event, although they
are involved in about 11% of prostate cancers, and
thus prostate cancer ranks third among adenocarci-
nomas with EGFR mutations. The use of tyrosine
kinase inhibitors could be beneficial in the
treatment of prostate cancer, however it is impera-
tive to investigate other downstream regulatory
elements of EGFR signaling, to choose the more
adequate targets for effective cancer treatment.
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3.3. Article 3 (enviat a Human Pathology): Sobreexpressio de PARNm de CXCR4

en tumors prostatics d’alt grau: manca d’associacio amb el reordenament

TMPRSS2-ERG

La fusio6 TMPRSS2-ERG s’ha descrit en un 42 a 78% dels cancers prostatics.
Meés del 90% dels tumors de prostata que sobreexpressen ERG, presenten aquesta fusio.
La relacio entre la preséncia de la fusio i el pronodstic és controvertida. CXCR4 esta
sobreexpressat en un alt porcentatge de metastasis de cancer de prostata. Diferents
estudis han suggerit una associacio entre CXCR4 1 la sobreexpressio d’ERG, donada pel
reordenament TMPRSS2-ERG. L’objectiu d’aquest estudi va ser investigar la possible
associacio entre I’expressio de CXCR4, la fusio6 TMPRSS2-ERG i el grau de Gleason en
cancer de prostata. Per aixd, vam investigar el reordenament de TMPRSS2-ERG per
FISH (n = 44), I’expressio de la proteina d’ERG per IHC (n = 84), i I’expressio
d’ARNm de CXCR4 per RT-PCR quantitativa (n = 44) en una s¢rie de tumors prostatics
primaris. El reordenament TMPRSS2-ERG i 1’expressi6 proteica d’ERG van ser
presents en quasi un 50% dels tumors, sense diferéncies estadistiques entre els diferents
grups de Gleason. Hi havia una elevada concordancga entre les técniques de FISH 1 de
[HC (index Kappa = 0.954). El 70% dels tumors de prostata amb Gleason > 8
sobreexpressaven I’ARNm de CXCR4, 1 la diferéncia en I’expressié de CXCR4 amb els
casos amb Gleason < 8 va ser estadisticament significativa (p = 0.009). No hi havia
associacio entre la proteina d’ERG i I’expressio d’ARNm de CXCR4. En conclusio, els
nostres resultats demostren, per primer cop, que la sobreexpressié de CXCR4 esta
associada amb tumors de prostata d’alt grau, encara que ¢és independent del
reordenament TMPRSS2-ERG. A més, els nostres resultats també confirmen la manca
d’associacio entre TMPRSS2-ERG 1 el grau de Gleason, i confirmen la utilitat de la
immunohistoquimica d’ERG per la deteccio6 del reordenament TMPRSS2-ERG.
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4, DISCUSSIO

El cancer de prostata €s el cancer més freqiient en homes a Europa, i la segona
causa de mort per cancer en I’home, al mon occidental. La seva incidéncia esta

augmentant, i la tasa de progressio es manté al voltant del 30% %647,

La determinacié serica de 1’antigen prostatic especific i els métodes de detecciod
més refinats estan incrementant el nombre de pacients que es sotmeten a tractament
radical per tumors que potser estan en fases molt inicials, que no progressarien o que
podrien arribar a progressar, pero després de molts anys. Donen lloc, per tant, a un
increment de la supervivéncia, perd també a una tasa més elevada de morbilitat ***.
Degut a la dificultat d’obtenir mostres amb un alt rendiment per fer analisis moleculars
en tumors inicials, encara no es coneixen els gens que podrien ser decisius per a la
transicié d’un estat latent a una fase agressiva que porti a la progressio. Per tant, no hi

ha criteris definitius i segurs per seleccionar pacients per a un tractament menys radical

o0 per seguiment actiu (safe watchful waiting).

S’han investigat diferents gens per determinar el seu paper potencial en el
desenvolupament i progressid del cancer de prostata (249230 No obstant, actualment no
hi ha marcadors moleculars rellevants associats amb la progressié del tumor, amb els
diferents subtipus de cancer de prostata o amb alguna de les seves caracteristiques
clinicopatologiques. Cal una millor identificacid dels pacients que tenen baix risc de
progressio, per evitar el seu sobretractament, aixi com per poder predir quins pacients

progressaran i tractar-los d’una forma més radical.

Les alteracions moleculars de FGFR3 semblen restringides a determinats tipus
de tumors humans. Les mutacions en aquest gen s’han descrit en cancer de bufeta i
cervix, mieloma multiple, cancer de colon i, més recentment, en tumors benignes de pell
(74-8083.89) 1 a relativa elevada prevalenga de mutacions de FGFR3 en tumors benignes
de pell i en tumors de bufeta no invasius suggereix una associacid entre mutacions de
FGFR3 i cancers de baix risc ®***"). Encara que sembla que la senyalitzacié anomala
dels FGFs esta involucrada en la carcinogeénesi prostatica, el paper funcional de FGFR3

i de les seves alteracions en cancer de prostata son encara desconeguts.
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L’objectiu d’aquest estudi va ser investigar la prevalenca de mutacions
somatiques de FGFR3 en un ampli grup de tumors de prostata ben definits, classificats
per grau combinat de Gleason. Aquest, és el primer estudi sobre la preséncia
d’alteracions genétiques de FGFR3 en cancer de prostata. L’analisi mutacional,
comprovat per duplicat, va demostrar que FGFR3 esta mutat en una petita proporciod
(8%) de tumors de prostata. També vam trobar el polimorfisme F386L en un 2% dels

Casos.

Si agrupem els casos segons el grau de Gleason, la preséncia d’alteracions de
FGFR3 estava associada amb els tumors de prostata menys agressius, ja que el 89% de
les mutacions (8 de 9) van ser trobades en tumors amb grau de Gleason = 6 1 el 100% de
les mutacions es van trobar en tumors amb grau de Gleason < 7 i, conseqiientment, cap
dels tumors amb grau de Gleason > 8 ni els tumors metastatics tenien mutacions
d’aquest gen. Si comparem tots els casos de grau = 6 amb els casos de grau > 6 i
metastasis agrupats, la presencia de mutacions en el primer grup era estadisticament
significativa. Per tant, vam concloure que les mutacions de FGFR3 estaven associades a

un grup de tumors de prostata amb baix grau combinat de Gleason.

Només dos estudis previs havien analitzat ’estat mutacional de FGFR3 en
cancer de prostata, i cap d’ells va trobar mutacions ®*'°". Sibley i cols ®” van analitzar
I’estat mutacional dels exons 7, 10 i 15 en només 10 mostres, 1 també en les linies
cel.lulars de cancer de prostata DU145, PC3 i LNCap. En concordanga amb el nostre
estudi, DU145 i PC3 van ser normals per FGFR3. Tampoc no van trobar mutacions en
altres tipus de tumors inclosos al seu estudi, com cancer d’estdmac, colon, ovari, cervell
i rony6. En la majoria d’aquests subgrups, el nombre de mostres era massa baix per

®3) yan descriure la

treure conclusions definitives. En un estudi posterior, Jang i cols
preséncia de mutacions somatiques de FGFR3 en un 5% de tumors de colon, en una
série de 40 casos.

Naimi i cols %V

van investigar I’estat mutacional del punt de connexid entre els
dominis II i IIT de la immunoglobulina de FGFR3, que inclou 1’ex6 7 del gen, en 20
tumors. En aquest estudi tampoc es van trobar mutacions. Segons els nostres resultats,

la prevalenga de mutacions en casos amb Gleason < 7 es troba al voltant d’11%, i la
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19 homés van

major part eren casos de Gleason = 6. A D’estudi de Naimi i cols
estudiar 14 tumors amb Gleason < 7, per tant, el nombre de mostres s’apropava al limit

de deteccid.

Segons les caracteristiques clinicopatologiques dels tumors, la prevalenca de
mutacions als tumors d’autopsies (latents) va ser 6% i1 en mostres de biopsia 9%. En
aquest sentit, aquest gen no sembla estar alterat selectivament en el grup de tumors
trobats en autopsia els quals, en teoria, son tumors quiescents, de baix grau i creixement

lent.

Al revisar les dades clinicopatologiques dels pacients es va veure que, alguns
d’ells presentaven, a part del cancer de prostata, altres neoplasies simultanies diferents i
independents o previes. Les altres lesions identificades en aquests pacients eren,
principalment, tumors urotelials i tumors benignes de pell, encara que també hi havia
algun cas amb cancer de colon o pulmo associats. Els resultats de 1’estudi mutacional
van ser comparats en dos subgrups: els casos que només tenien cancer de prostata, G1, i
els casos amb cancer de prostata i una neoplasia addicional diferent, G2 (bufeta, pell,
colon o pulmo). Comparant I’estat de FGFR3 en aquests dos subgrups, la presencia de
mutacions de FGFR3 era molt més prevalent en el G2. En el grup de pacients amb
cancer de prostata i altres tumors, un 23% tenia mutacions de FGFR3 en el tumor
prostatic, comparat amb un 2% de mutacions en pacients que només tenien cancer de
prostata. En analitzar per separat les diferents combinacions de tumors del grup G2, la
prevalenca de mutacions de FGFR3 en pacients amb cancer de prostata i bufeta era molt
superior (17%) que en pacients amb només tumor de prostata (2%). A més, el 50% dels
casos amb cancer de prostata 1 de pell presentaven mutacions de FGFR3 en el tumor de
prostata. Finalment, en un cas amb cancer de prostata i colon, el tumor prostatic tenia
una mutacid. Per tant, és possible concloure que les mutacions de FGFR3 son més
prevalents en un subgrup de tumors de prostata de pacients amb cancer de bufeta
concomitant. Per altra banda, encara que el nombre de casos amb cancer de prostata i
pell és molt baix a la nostra serie, la seva coexisténcia sembla estar estretament

relacionada amb mutacions de FGFR3 en els respectius carcinomes de prostata.

Com que FGFR3 és un gen involucrat en carcinomes de bufeta i la preseéncia de

(76,79,86,89,104,251)

mutacions ¢és també freqiient en tumors benignes de pell , aquesta
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associacio entre cancer de bufeta, pell i prostata suggereix un paper comu de FGFR3 en
la seva patogenia. No obstant, ’analisis mutacional dels corresponents tumors de bufeta
1 mostres de prostata normal en alguns dels pacients de 1’estudi va demostrar que en
aquestes lesions les cel.lules no tenien mutacions en aquest gen. De fet, si la mutacio no
es dona en linia germinal, el teixit normal no hauria de contenir la mutaci6. La manca de
mutacions de FGFR3 en els tumors de bufeta dels pacients amb mutacions de FGFR3 al
tumor de prostata podria indicar que els dos tipus de tumors no estan relacionats. Hem
de tenir en compte perd, que la majoria dels tumors de bufeta inclosos en el grup amb
doble tumor (G2) eren en la seva major part carcinomes urotelials mascul-invassius. Es
ben conegut que les mutacions de FGFR3 son freqiients en tumors superficials, perd no

’ . . 74,77,78,86
en tumors muscul-invassius (74,77,78,86)

. Per tant, una altra possible explicacio pel
discrepant estat mutacional de FGFR3, en els tumors de bufeta i prostata, podria ser que

el tumor de bufeta hagués perdut 1’al.lel mutat durant la progressio del tumor.

La relaci6 entre tumors de prostata i de pell no ha estat investigada préviament.
El fet de que el 50% dels pacients amb cancer de prostata i pell, a la nostra serie,
presentin mutacions de FGFR3, sembla indicar que aquest gen podria estar relacionat
amb la patogenia, no només de cancers de bufeta i pell concomitants, com ja ha estat
descrit préviament per membres del nostre grup ®?, sind també de ’associacié entre
cancer de prostata i tumors de pell. Es interessant que, cap dels dos casos amb triple

tumor, de prostata, bufeta i pell,no va presentar mutacions en cap dels tres tumors.

Diferents autors han suggerit una possible associacidé entre les mutacions de
FGFR3 i la preséncia de tumors en diferents organs ®*°Y. El fet de que una gran
proporcié de carcinomes urotelials de baix grau i tumors benignes de pell presentin
mutacions de FGFR3 suggereix una implicacié d’aquestes mutacions en la patogeénia de
les dues entitats. A més, se sap que alguns pacients amb nevus epidérmic desenvolupen
un carcinoma urotelial de manera preco¢. No obstant, ni els tumors de bufeta, ni els
nevus epidérmics en aquestes series prévies presentaven mutacions de FGFR3, 1 els
autors d’aquests treballs van suggerir que altres gens podien estar implicats en la
patogénia d’aquests dos tumors en aquests pacients, o que les mutacions de FGFR3 es
podrien donar en altres exons no analitzats ®**". Els nostres resultats en cancer de
prostata, semblen aportar la idea de 1’associacié entre mutacions de FGFR3 i preséncia

de tumors en diferents organs, especialment bufeta o pell. En no ser una mutacié en
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linia germinal, es podria pensar que les mutacions podrien afectar diferents teixits de
manera selectiva, en els mateixos pacients. En aquest sentit, en estudis previs de nevus
epidermics s ha descrit que les mutacions somatiques de FGFR3 podrien produir-se en
mosaic. Un mosaic, a la pell, es produeix quan mutacions postzigotiques donen lloc a la
preséncia de dues o més poblacions cel.lulars, gencticament diferents, en el mateix
individu . S*ha vist que una proporcio de nevus epidérmics que tenen mosaicisme a la

pell es donen per mutacions embrionaries activants en FGFR3 i PI3K 25,

En qualsevol cas, de manera semblant al que passa amb els tumors de bufeta i de
pell, I’associacio d’alteracions de FGFR3 amb tumors de prostata i pell no queda
establerta de manera definitiva a partir dels resultats d’aquest treball, calen més estudis
en series més grans de pacients, per aclarir el paper de FGFR3 en la patogénia dels
diferents tumors coexistents. El tipus cel.lular afectat per les mutacions de FGFR3, aixi
com els cofactors i vies de senyalitzacid involucrats podrien contribuir als diferents

fenotips tumorals .

Per altra banda, vam identificar una mutacié de FGFR3 en el tumor de prostata
d’un dels dos casos amb tumor de colon simultani. Les mutacions d’aquest gen havien
estat préviament descrites en cancer colorectal per Jang i cols ®, i podria ser
interessant investigar la possible relaci6 entre aquests dos tipus de tumor en una cohort
més gran de pacients.

100,102 -
(100.102) 1y, com els previs, no han

Després del nostre, s’han publicat dos articles
trobat mutacions en aquest gen. Tots dos articles utilitzen la técnica SNaPshot, basada
en una PCR multiple on analitzen, alhora, 11 mutacions conegudes. No utilitzen, per
tant, técniques mes sensibles que la nostra. En aquests estudis, s’han fet servir métodes
de deteccid relativament poc sensibles.

192) yan estudiar una série més llarga de casos (n = 132), 28

Zuiverloon 1 cols
d’ells amb un altre tumor coexistent. Van analitzar els exons 7, 101 15 de FGFR3 i no
van trobar mutacions en cap tumor de prostata. Dels tumors simultanis analitzats, van
trobar mutacions en un 60% dels tumors de bufeta, perd no en tumors de pancrees, pell,

(100)

ronyo, estomac, colon, fetge ni pulmé. Koufou i cols van estudiar 131 tumors de

prostata i 16 HBP i tampoc van trobar mutacions. Les técniques emprades per aquests
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dos estudis no eren més sensibles que la PCR i seqiienciacio directa, utilitzades per
nosaltres. No es pot descartar, per tant que, sabent que els tumors de prostata son
heterogenis 1 amb molt teixit normal contaminant, el problema sigui el dintell de
deteccio de les mutacions. En favor dels nostres resultats, després de la nostra
publicaci6 vam continuar analitzant un altre subgrup de tumors de prostata amb tumors
concomitants, en altres organs, i vam trobar dos nous mutants. Cal dir que en els nous
casos vam observar que la freqiiencia final de mutacions no era tant elevada com la que
haviem trobat en el nostre primer treball. En tot cas, els nostres resultats indiquen que la
majoria de tumors de prostata amb mutacions de FGFR3 son de baix grau. De manera
similar al que ha estat descrit en cancer de bufeta, les alteracions d’aquest gen en cancer
de prostata semblen associades amb els tumors prostatics menys agressius. Aquests
resultats coincideixen amb el concepte descrit préviament, de que les mutacions de

FGFR3 sén més prevalents en neoplasies de baix grau o benignes (86:251),

Segons el tipus de mutacio, s’han descrit un gran nombre de diferents mutacions
somatiques hotspot en carcinomes urotelials de baix grau i en queratosis seborreiques
(QS), mentre que la majoria de nevus epidérmics presenten la substitucio R248C ®¢#.
La mutacié més freqlient trobada a la nostra série de tumors de prostata va ser la S249C,
seguida de la A393E, present en dos tumors. La substitucio S249C ¢és la mutaciéo més
freqiient en cancer de bufeta i I’unica trobada en carcinoma cervical. La A393E ¢s una
mutacid rara en cancer de bufeta, representa només un 1% de les mutacions descrites.
No obstant, aquesta mutacié s’ha associat amb tumors de bufeta classificats com a
neoplasies de baix potencial de malignitat 7>"**) En queratosis seborreiques, la
substitucid A393E s’ha descrit amb una prevalenga al voltant del 9% de les QS

adenoides que presenten mutacions de FGFR3 %,

Contrastant amb el paper inhibidor de les formes mutades del gen FGFR3 en el
creixement de 1’0s, s’ha suggerit que, en els tumors humans, les mutacions poden tenir

@39 El mecanisme exacte pel qual FGFR3b mutat pot estar

un paper oncogenic
involucrat en la progressio del tumor epitelial no es prou conegut. En la substitucio
S249C, les cisteines noves que es creen provoquen la formacié de ponts bisulfur entre
els dominis extracel.lulars dels dos receptors i una activacid constitutiva del receptor,
independent de lligand. Per altra banda, la mutaci6 A393E incrementa la proporcié de

dimers de FGFR3, donant lloc a I’estabilitzaci6 d’aquests, mesurada pels canvis en
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(259 yan demostrar

I’energia lliure de dimeritzacié ®***®. A més, Bernard-Pierrot i cols
que FGFR3b-5249C era capag de transformar les cel.lules NIH-3T3, induint el seu
creixement independent d’ancoratge i la transformacié del tumor quan s’injectava
subcutaniament en ratolins, amb les propietats transformadores que s’atribueixen

classicament als oncogens.

En conclusid, els resultats d’aquesta part de I’estudi suggereixen que, encara que
FGFR3 no sembla ser un gen central en la patogenia del cancer de prostata, esta associat
a una subpoblaci6 de tumors de prostata de baix grau, i també amb un grup de
carcinomes de prostata trobats incidentalment en pacients amb tumors de bufeta o pell
concurrents. Caldran més estudis per aclarir si les alteracions de FGFR3 son ttils per
identificar pacients amb baix risc de progressio, i per investigar la possible relaci6 entre
alteracions de FGFR3 i la presencia de tumors simultanis en altres organs dels mateixos

pacients.

Com passa en altres tumors, també en el cancer de prostata es necessiten nous
marcadors, particularment amb el desenvolupament de noves terapies dirigides a
molécules diana com son les molécules anti-EGFR. En aquest estudi vam investigar els
canvis en els gens EGFR 1 PTEN en diferents grups clinico-patologics de cancer de

prostata.

En una gran varietat d’adenocarcinomes humans, inclos el cancer de prostata,
s’han detectat alts nivells d’expressio del gen EGFR, detectats sobretot amb técniques
d’immunohistoquimica, i s’han relacionat sovint amb mal pronostic. Tanmateix, ¢€s
encara controvertit si la sobreexpressio d’EGFR ¢és un factor prondstic en pacients amb
aquests adenocarcinomes o no !'*!'229 Fing el moment de la publicacié del nostre
article, pocs estudis havien analitzat I’estat mutacional d’EGFR en cancer de prostata.
De fet, només tres articles havien descrit la preséncia de mutacions somatiques d’EGFR
en aquest tipus d’adenocarcinoma, tots ells en un nombre petit de casos. Fins avui, la
prevalenca de mutacions somatiques d’EGFR publicada en cancer de prostata al
“Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (Www.sanger.ac.uk) es situa al voltant del

7%.
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1 . . . N . .
37 van identificar, per primer cop, la preséncia de mutacions

Douglas i cols
d’EGFR en cancer de prostata, es tractava de quatre mutacions amb canvi d’aminoacid
en el domini tirosina quinasa del gen, no descrites préviament. La prevalenca de
mutacions en aquest estudi va ser 4.5% (4 de 89 pacients). Curiosament, les mostres
analitzades pertanyien a pacients caucasics, afroamericans i coreans, i tres d’aquests
quatre adenocarcinomes mutats eren de pacients coreans. Posteriorment, Cai i cols **
van descriure que tres d’aquestes quatre mutacions eren oncogeniques i
constitutivament actives. Schlomm i cols *? també va analitzar els exons 18-21
d’EGFR, perd no van trobar mutacions, potser perqué el nombre de casos analitzats era

molt baix. Cho i cols 3¢

, per altra banda, van descriure 9 mutacions d’EGFR en tres
casos de cancer de prostata avancat, aquestes mutacions pero no van ser confirmades

amb rondes independents d’amplificacié per PCR i seqiienciacid addicionals.

Fins on hem pogut saber, aquest és el primer article on s’ha investigat
conjuntament el significat de les alteracions d’EGFR 1 PTEN en cancer de prostata, i on
s’ha estudiat la relacid entre mutacions somatiques, amplificacid genica i expressio
proteica. A més, ¢és la série de cancer de prostata més gran en la que s’han analitzat les
mutacions d’EGFR. També, aquest €s el primer estudi que descriu mutacions d’EGFR i
PTEN en la mateixa série d’adenocarcinomes de prostata. En aquest treball hem trobat
una prevalenca de 8.2% 1 3% de mutacions d’EGFR 1 PTEN, respectivament.
Considerant tots dos gens, un 11.3% dels adenocarcinomes de prostata presentaven
mutacions somatiques puntuals a la via de senyalitzaci6 d’EGFR-PTEN. Aquesta
prevalenga era més elevada en els adenocarcinomes prostatics més agressius (grau de
Gleason > 7), tot i que aquesta tendéncia no era estadisticament significativa. La
preséncia de mutacions d’EGFR 1 PTEN sembla ser mituament excloent ja que cap

adenocarcinoma presenta mutacions en tots dos gens.

La prevalenga de mutacions de PTEN a la nostra série ha estat més baixa que la
descrita préviament. Hem trobat només tres mutacions de PTEN, dues d’elles

257,258) - . s
(237259 § una no descrita previament, que

préviament descrites en altres tipus de tumors
donava lloc al canvi d’aminoacid D223N. En la literatura hi ha discrepancies sobre les
mutacions de PTEN en cancer de prostata, 478318192200 f¢important comentar que,
encara que les mutacions de PTEN van ser descrites en aquesta neoplasia per primer cop

I’any 1997 “*%, pocs estudis han analitzat ’estat mutacional d’aquest gen en cancer de

100



prostata fins ara, i potser el nombre d’adenocarcinomes analitzats en aquests estudis era

massa baix per establir la seva prevalencga real.

En I’analisi mutacional d’EGFR, el percentatge de mutacions també era baix, al
voltant del 8%. De fet, el percentatge de mutacions d’EGFR descrit a la literatura en
adenocarcinomes humans també és baix. Actualment, la incidéncia més elevada de

mutacions d’aquest gen (27%) s ha descrit en NSCLC, seguit pel carcinoma de prostata

(7%) (www.sanger.ac.uk). D’acord amb els nostres resultats, el cancer de prostata seria

el segon tipus de neoplasia en el que son més freqiients les mutacions d’EGFR.

La majoria de mutacions d’EGFR descrites en adenocarcinomes humans es
troben al domini tirosina quinasa i afecten als exons 18-21. La deleci6 sense trencament
de la pauta de lectura (in-frame) a 1’ex6 19, que abarca els codons 746-753, i la mutacio
amb canvi d’aminoacid (missense) que dona una substitucio en el codé 858 (L858R), a
I’ex6 21, son dues mutacions hotspot, que representen més del 90% de les mutacions
detectades en cancer de pulmo 2% El codé 858 d’EGFR és el hotspot mutat més
freqiientment en cancer; 1 la mutacid6 amb canvi d’aminoacid L858R és gairebé
exclusiva de cancer de pulmo, en el que constitueix un 40% de les mutacions d’aquest

gen (www.sanger.ac.uk).

A la nostra série d’adenocarcinomes prostatics només vam trobar mutacions als
exons 20 1 21 d’EGFR. Tot i que el canvi L858L s’havia descrit en adenocarcinomes de
les vies acries supressores 1 1’esofag, la resta de mutacions han estat descrites per primer
cop al nostre article. Es interessant comentar que els codons 834 i 870, que contenien
mutacions en quatre adenocarcinomes prostatics de la nostra serie, s’han trobat mutats
també en adenocarcinomes de pulmd, tiroide i cap i coll, perdo amb altres canvis

d’aminoacids (www.sanger.ac.uk). Si es tenen en compte els estudis previs en cancer de

prostata i altres adenocarcinomes primaris, les dades que proporciona el “Catalogue of

Somatic Mutations in Cancer” (www.sanger.ac.uk) i els nostres resultats, sembla que en

I’adenocarcinoma de pulmo6 les mutacions d’EGFR s6n principalment mutacions
hotspot, mentre que en adenocarcinomes d’altres oOrgans es troben distribuides en
diferents codons al llarg dels exons 18-21. La mutaci6 amb canvi d’aminoacid E709K,

(136)

trobada en dos adenocarcinomes prostatics per Cho i cols es podria considerar una
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excepcid, ja que s’ha trobat amb més freqiiéncia en mostres de cancer de pulmo

(www.sanger.ac.uk).

Diferents autors han analitzat 1’expressio immunohistoquimica d’EGFR en
cancer de prostata, amb una gran variabilitat en 1’expressio, des de 1I'l al 100%
(139.143.199.269) "1 a informacid sobre la relacio entre el grau de Gleason i I’expressio
d’EGFR també és contradictoria "%**1Y En estudis recents, hi sol haver acord en
I’associacié de I’expressié immunohistoquimica d’EGFR amb 1’estadi tumoral avangat,
I’alt grau de Gleason i el PSA preoperatori. Aquests resultats recolzen el paper de
I’expressio d’EGFR en el desenvolupament del cancer de prostata i en la progressio cap
a fases cliniques androgen-independents o hormono refractaries **'*** Schlomm i

cols (9

, en un extens estudi immunohistoquimic d’una micromatriu de teixit (TMA,
tissue micro array) amb més de 2000 adenocarcinomes, van descriure un 18% de casos
positius. Per altra banda, s’ha suggerit que 1’expressi6 d’EGFR ¢és significativament
menys freqiient en pacients caucasics (18%) que en afroamericans (46%) i coreans
(72%) 371%) Nosaltres vam trobar expressio d’EGFR en un 31% d’adenocarcinomes,
un percentatge més elevat que el descrit en estudis anteriors basats en poblacions

(137,139,149)

caucasiques , resultats que concorden amb els obtinguts per Schlomm i cols

(39 ja que trobem una associaci6 directa entre expressio d’EGFR i grau de Gleason.

(139)

Schlomm i cols van dur a terme, com nosaltres, I’analisi mutacional en els mateixos

casos de I’estudi immunohistoquimic, perd sense resultat.

Mitjangant técniques de FISH, Schlomm i cols *® també van trobar, com
nosaltres, guanys en el nombre de copies d’EGFR, deguts a polisomia del cromosoma 7,
en el seu cas, en un 3.3% dels casos, 1 van trobar una associacid significativa del guany
del nombre de copies d’EGFR amb 1’expressio proteica, i també amb adenocarcinomes
d’alt grau i estadi avangat. A la nostra série, hem observat un guany d’EGFR en 4 de 30
adenocarcinomes (13.3%), tots ells amb un lleu increment en el nombre de copies (3-5
copies) degut a polisomia del cromosoma 7. Tots aquests tumors positius eren Gleason
> 7, 1 ’amplificaci6 d’EGFR no es va trobar en cap d’aquests casos. Tot 1 que no existia
correlacié entre expressio d’EGFR 1 guany d’EGFR, si que es va trobar una associacio
entre augment d’expressio d’EGFR, ja fos degut a sobreexpressié de la proteina o a

polisomia del cromosoma 7, 1 grau de Gleason més alts.
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En un 31% dels adenocarcinomes de prostata de la nostra serie, es va demostrar
un augment de I’activitat d’EGFR, ja fos per mutacid, sobreexpressié i/o increment del
nombre de copies. Si considerem en conjunt el total d’alteracions d’EGFR 1 les
mutacions de PTEN, 34 adenocarcinomes (35%) presentaven algun tipus d’abnormalitat
en la via de senyalitzaci6 d’EGFR-PTEN. Les alteracions en aquesta via estaven
relacionades amb el grau de Gleason, i s’associaven de manera estadisticament

significativa amb els adenocarcinomes amb grau de Gleason > 8 i metastasics (Prova de

x> de Pearson, P = 0.04).

Sembla que les mutacions de PTEN representarien una abnormalitat menor en la
patogenia de 1‘adenocarcinoma prostatic. Seria interessant investigar altres mecanismes
d’alteraci6 de PTEN, com delecié o inactivacio epigenética. El mecanisme més comu
d’inactivacio dels dos al.lels de PTEN és per mutacio d’un d’ells i delecio de 1’altre, tot
1 que freqiientment s’han trobat nivells baixos de proteina de PTEN en abséncia
d’abnormalitats genomiques “***®. La LOH de PTEN s’ha descrit freqiientment en
adenocarcinomes prostatics primaris, pero la proporcié d’adenocarcinomes amb delecio
d’un al.lel i mutacié de Daltre és baixa "**'® Dong i cols "* van descriure, en una
série d’adenocarcinomes d’estadi baix, que tant la LOH com les mutacions somatiques
de PTEN eren poc freqlients, i van concloure que 1’alteraci6 de PTEN no era un procés
inicial en el carcinoma prostatic. Diferents estudis, en canvi, han obtingut dades en
favor de que I’haploinsuficiéncia de PTEN podria ser un marcador inicial de pronostic
en el cancer de prostata, i que la perdua d’expressid completa estaria relacionada amb
marcadors patologics de mal pronostic i progressié del tumor (7617718182199 g,
models murins de cancer de prostata, també s ha suggerit que PTEN pot estar implicat

(260267269) "5 interessant que, els

en la iniciacio 1 progressiod inicials de la malaltia
adenocarcinomes dels ratolins heterozigots PTEN (+/-) perden ’al.lel normal de PTEN,
fet que implica que la génesi de I’adenocarcinoma requereix la perdua dels dos al.lels de

PTEN @79,

Fins on hem pogut esbrinar, aquest és el primer article i la série més llarga en la
que s’analitzen conjuntament les mutacions d’EGFR 1 PTEN en adenocarcinomes de
prostata de poblacid caucasica, 1 també és el primer en descriure mutacions d’EGFR i
PTEN en la mateixa seérie de tumors prostatics. A més, també vam investigar 1’expressio

proteica d’EGFR per immunohistoquimica i el nombre de copies del gen per FISH.
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Podem concloure que la via de senyalitzaci6 d’EGFR esta involucrada en una tercera
part dels adenocarcinomes prostatics, en especial en adenocarcinomes d’alt grau. La
sobreexpressio proteica €s el tipus d’alteracio més freqiient d’EGFR. A més, una sobre-
representaci6 d’EGFR, ja sigui deguda a una polisomia del cromosoma 7 o a
sobreexpressio proteica, esta estadisticament associada amb els adenocarcinomes de
prostata més agressius. Les mutacions en EGFR 1 PTEN son un procés menys prevalent,
tot 1 que estan implicades en un 11% dels cancers de prostata. El cancer de prostata
representaria el tercer tipus d’adenocarcinoma amb més mutacions d’EGFR. Tot i que la
util.litzaci6 d’inhibidors tirosina quinasa podria aportar beneficis en el tractament del
cancer de prostata, caldra investigar altres elements reguladors de la senyalitzacio
d’EGFR per escollir les dianes més adequades per a un tractament efectiu d’aquest

tumor.

Per altra banda, encara que els nostres articles demostren la preséncia de
mutacions somatiques de FGFR3, EGFR 1 PTEN en una petita proporci6 de tumors de
prostata, la literatura més recent revela el reordenament cromosomic dels gens

TMPRSS2 1 ERG com I’alteracié més freqiient descrita en aquest tipus de cancer.

Diferents articles han descrit la preséncia de diversos reordenaments entre
membres de la familia ETS 1 diferents parelles de fusié 5°, sent TMPRSS2-ERG el
reordenament més freqlient en cancer de prostata i la causa més probable de
sobreexpressio d’ERG ®*. A més, estudis en multiples tipus de neoplasies, demostren
que el reordenament 7TMPRSS2-ERG ¢és una alteracid genomica exclusiva del cancer de

prostata i que no es troba a cap altra neoplasia V.

Les implicacions pronostiques de la fusi6 TMPRSS2-ERG en cancer de prostata
son controvertides, com també ho és la possibilitat de que aquest reordenament pugui
ser un factor inicial o tarda en la patogenia del cancer de prostata. En aquest sentit,
alguns estudis semblen indicar que ERG pot tenir un paper protooncogenic en la
iniciacio d’aquest tumor “***?". Diversos estudis han trobat una associacio entre el
reordenament i grau de Gleason baix, i entre 1’expressié d’ARN d’ERG (amb o sense el

. < 206,232
reordenament) i factors pronostic favorables %%

Altres estudis, per contra,
assenyalen que la fusi6 TMPRSS2-ERG no ¢és suficient per iniciar la neoplasia

intraepitelial prostatica (o PIN) i que caldria la cooperacié d’altres lesions
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(209 yan trobar una

oncogeniques, com pot ser la perdua de PTEN @36237) perner i cols
elevada prevalenga del reordenament TMPRSS2-ERG en casos amb tumor d’alt estadi i
metastatics, perd sense diferéncies significativament estadistiques entre els diferents
graus del tumor (grau de Gleason) i I’estat de TMPRSS2-ERG. A la mateixa serie, els
tumors amb reordenament per delecié mostraven una tendéncia estadistica a associar-se
amb una tasa elevada de recidiva del PSA en comparacié amb els tumors que no
presentaven la fusid. Hi ha altres estudis que també defensen 1’associaci6 de la fusio

o : . . 222,230,231
amb un fenotip més agressiu de cancer de prostata @231,

A la nostra série de tumors primaris de prostata, vam trobar una elevada
prevalenca del reordenament en casos amb Gleason = 6, en comparacié amb tumors
amb Gleason > 7, mentre que la prevalenca era molt similar en els casos de Gleason = 7
i Gleason > 8. Els nostres resultats concorden amb altres estudis que també van trobar
una elevada proporci6 de tumors amb el reordenament en la categoria de Gleason baix

(230)

206,232 . . .
(206,232) Tanmateix, de manera semblant a Demichelis i cols , nosaltres no vam trobar

cap associacio estadistica entre la fusio i el grau del tumor.

Un estudi recent, amb 1’anticds anti-ERG en cancer de prostata, ha descrit una
elevada concordanga entre la deteccié immunohistoquimica de la proteina d’ERG 1 el
reordenament del gen identificat per FISH ®**. Nosaltres hem evaluat I’expressio
immunohistoquimica d’ERG per investigar la concordanga entre el reordenament
TMPRSS2-ERG 1 I’expressio proteica d’ERG en els nostres casos, aixi com 1’associaciod
entre 1’expressio proteica d’ERG 1 el grau combinat de Gleason dels tumors. De manera
semblant a estudis anteriors, la meitat dels tumors de prostata de la nostra série
presentaven expressio proteica d’ERG #***%. També vam trobar una bona concordanga
estadistica entre els estudis de FISH i de IHQ, ja que tots els casos amb el reordenament
TMPRSS2-ERG presentaven expressi6 d’ERG. Només va haver dos casos que
expressaven la proteina ERG 1 no es correlacionaven amb el reordenament 7TMPRSS2-
ERG. En aquests casos, l’expressio proteica s’hauria d’explicar per algun altre

mecanisme, diferent de la fusio.

L’expressio proteica d’ERG en la nostra serie es limitava Unicament a les
glandules neoplasiques, i la majoria de tumors eren o bé completament positius, o

completament negatius. Només en dos tumors vam detectar heterogeneitat d’expressio,
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amb una zona positiva i una altra de negativa. En un d’aquests casos, varem poder fer
FISH, i vam demostrar que el reordenament TMPRSS2-ERG es restringia a la zona amb
expressid immunohistoquimica, mentre que la zona que no expressava ERG tampoc
presentava el reordenament. Aquests resultats confirmen la bona associacio entre el
reordenament i I’expressio proteica d’ERG. Segons el grau de Gleason, la prevalenca de
tumors ERG-positius va ser semblant en els grups amb Gleason 6 i 7, perd més baixa en
el grup amb Gleason > 8. No obstant, com en 1’analisi de deteccié del reordenament
TMPRSS2-ERG, aquesta diferéncia no era estadisticament significativa.

Cai i cols %

van identificar diferents llocs consens d’unié a ERG en la regié
promotora del gen CXCR4. Aquest gen s’ha trobat sobreregulat en linies cel.lulars de
cancer de prostata amb sobreexpressio d’ERG. A més, 1’activacié de TMPRSS2-ERG
sembla capa¢ de regular I’expressié de CXCR4 i la subseqiient progressié a la metastasi
@36) " A part de la seva possible relacié amb ERG, CXCR4, per ell mateix, és una diana
interessant d’investigar en el cancer de prostata. La interacci6 CXCR4-CXCL12 s’ha
vist involucrada en migracio, invasié i1 metastasi Ossia en el cancer de prostata
(240241.243) '1 » ARNm de CXCRA es troba sobreexpressat en linies cel.lulars del cancer de
prostata, aixi com també en una elevada proporcid6 de metastasis d’aquest tumor

(4124327 Hart i cols ®’ van suggerir que CXCR4 podria ser un factor clau en la

implantaci6 de la metastasi prostatica a 1’os.

Per estudiar el paper de CXCR4 en els diferents grups de tumors primaris de
prostata, 1 la seva relaci6 amb el reordenament TMPRSS2-ERG, vam analitzar
I’expressio6 de ’ARNm de CXCR4 per RT-PCR quantitativa, comparant-la amb
I’expressio6 d’ERG detectada per immunohistoquimica. Vam trobar sobreexpressio
d’ARNm de CXCR4 en una tercera part dels casos, sobreexpressid que era
significativament més alta en els tumors amb Gleason > 8. Per altra banda, només en
una petita proporcio dels tumors amb Gleason < 7 hi havia sobreexpressio d’aquest gen.
Diferents publicacions han descrit la sobreexpressié immunohistoquimica de CXCR4,
tant en tumors de prostata localitzats, com en metastasis (241,242,272.274) Aixi, Akashi i

cols 7

van descriure que 1’expressio proteica de CXCR4 predia un mal pronostic en
els cancers de prostata amb metastasis oOssies. En aquest estudi, no es van trobar
diferéncies estadisticament significatives en 1’expressid6 de CXCR4 respecte als nivells

de PSA, el grau de Gleason, la resposta clinica al tractament hormonal, o la preséncia de
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metastasis Ossies, perd aixo podria ser degut a que el seu estudi ja estava restringit a un
subgrup de pacients amb malaltia avangada.

Fins on hem pogut esbrinar, només hi ha un estudi previ, el de Sun i cols *™
sobre els nivells d’ARNm de CXCR4 en cancer de prostata. Aquests autors van utilitzar

@79 § van identificar un increment dels nivells

una base de dades préviament publicada
d’ARNm de CXCR4 en hiperplasia benigna de prostata (HBP), en cancer de prostata
localitzat i en tumors metastatics, encara que no van trobar diferéncies significatives
entre HBP 1 les diferents categories de grau del tumor. En el nostre treball, hem descrit
per primer cop, que ’ARNm de CXCR4 es troba significativament sobreexpressat en un
alt percentatge de tumors de prostata, més del 70% en els casos d’alt grau de Gleason,
pero amb només un 20.5% dels tumors amb Gleason 6 1 7. Com ja hem comentat abans,
diferents estudis han descrit que el reordenament TMPRSS2-ERG pot donar lloc a un
augment en Iexpressid de CXCR4 #%**9_ Els nostres resultats, en canvi, semblen
indicar que no hi ha associacido estadistica entre el reordenament d’ERG 1 la
sobreexpressio de CXCR4. Per aix0, vam plantejar la hipotesi de que potser només en
una petita proporcid dels casos que sobreexpressen CXCR4 aquest fet estaria relacionat
amb al reordenament d’ERG. Considerant que el producte de la proteina de la majoria
de fusions d’ETS, inclosa la isoforma més comuna TMPRSS2-ERG, és una proteina

r . . JoR 225
truncada, més que una proteina quimérica **

, podem especular que no tots els
productes de la fusi6 TMPRSS2-ERG seran capacos d’activar les molécules efectores
d’ERG, com per exemple, CXCR4 1 ADAMTSI @45 El reordenament TMPRSS2-ERG
podria representar només un dels mecanismes que donarien lloc a I’expressio aberrant
de CXCRA4, i els tumors d’alt grau podrien desenvolupar sobreexpressio de CXCR4 per
altres mecanismes. Caldra portar a terme més estudis per poder conécixer el valor

pronostic de 1’expressido de CXCR4, i per investigar si aquesta molécula podria ajudar a

identificar casos de baix grau amb més risc de progressio.

En conclusio, els nostres resultats confirmen la manca d’associacid entre la fusid
TMPRSS2-ERG 1 el grau histologic en el cancer de prostata, aixi com [’excel.lent
correlacié entre el reordenament d’ERG 1 la deteccié immunohistoquimica de la seva
proteina. Per altra banda, aquest estudi demostra que 1’expressio d’ARNm de CXCR4 és
independent del reordenament TMPRSS2-ERG, 1 també demostra, per primer cop, una

associacio estadistica entre 1’augment de ’ARNm de CXCR4 i el cancer de prostata
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d’alt grau. Cal fer més estudis per determinar si la sobreexpressi6 de CXCR4 en els

tumors de baix grau pot identificar un subgrup amb més risc de progressio.
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S. CONCLUSIONS

5.1. La preséncia d’alteracions de FGFR3 podria estar associada a tumors de baix grau,

ja que gran part de les mutacions en aquest gen s’han trobat a casos amb Gleason = 6.

5.2. No s’han trobat diferéncies en la prevalenga de mutacions de FGFR3 entre els casos
d’autopsia 1 de biopsia, perd si que s’ha detectat un percentatge molt més alt de

mutacions en les cistoprostatectomies que en els altres subgrups.

5.3. FGFR3 no sembla un gen important en la patogenia del cancer de prostata, pero pot
ser util com a possible marcador de cancer de prostata de baix grau, i pot ser més

rellevant en aquells casos que s’associen a tumors de bufeta o de pell concomitants.

5.4. L’estrategia més fiable per confirmar una possible mutacié és realitzar una segona
PCR. Es recomanable fer aquesta segona amplificacié de manera independent per
confirmar qualsevol canvi i1 hauria de ser un requisit imperatiu en casos en els que el

teixit ha estat fixat en formol i inclos en parafina.

5.5. En un 31% dels adenocarcinomes de prostata, es detecta sobreactivacié d’EGFR ja

sigui per mutacio, sobreexpressio o increment en el nombre de copies del gen.

5.6. El tipus d’alteracio més freqiient d’EGFR és la sobreexpressio proteica.

5.7. La prevalenca de mutacions de PTEN a la nostra serie de tumors és més baixa que
la descrita a la literatura, pero el nombre de casos analitzats en aquests estudis previs €s

massa reduit per establir la prevalenga real de mutacions somatiques en aquest gen.

5.8. Les mutacions d’EGFR 1 PTEN serien una alteraci6 menor en la patogénia del

cancer de prostata.

5.9. La prevalenca de mutacions en la via de senyal.litzaci6 EGFR-PTEN en conjunt és

significativament més elevada en adenocarcinomes de prostata d’alt grau (Gleason = 8).
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5.10. Les mutacions d’EGFR i PTEN semblen mutuament excloents en el cancer de

prostata, ja que cap cas presenta mutacions en ambdos gens.

5.11. El reordenament TMPRSS2-ERG es troba en un 50% dels cancers de prostata i no

esta associat estadisticament amb els diferents graus de Gleason.

5.12. Hi ha una excel.lent correlacid entre el reordenament d’FRG 1 la deteccio

immunohistoquimica de la proteina que codifica.

5.13. S’ha trobat sobreexpressio d’ARNm de CXCR4 en una tercera part dels tumors de
prostata, 1 s’ha vist associada estadisticament amb els tumors amb alt grau de Gleason.
Caldran més estudis per determinar si la sobreexpressié de CXCR4 en tumors de baix

grau podria ser un indicador de risc de progressio.

5.14. L’expressio de ’ARNm de CXCR4 és independent del reordenament 7MPRSS2-
ERG, i per tant, de I’expressio de la proteina d’ERG. CXCR4 pot estar regulat per altres

mecanismes, independents d’ERG.
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Abstract

The TMPRSS2-ERG fusion has been reported in 42 to 78% of prostate tumors.
More than 90% of tumors that overexpress ERG harbor the fusion. The relationship
between the TMPRSS2-ERG fusion and prognosis is controversial. CXCR4 is
overexpressed in a very high percentage of metastatic prostate tumors. Different studies
have suggested an association between CXCR4 and ERG overexpression resulting from
the TMPRSS2-ERG rearrangement. The aim of the present study has been to investigate
the possible relationship between CXCR4 expression, TMPRSS2-ERG fusion and
Gleason grade in prostate cancer. For this purpose, TMPRSS2-ERG rearrangement was
investigated by FISH (n= 44), ERG protein expression by IHC (n= 84), and CXCR4
mRNA expression by quantitative RT-PCR (n= 44) in a series of primary prostate
adenocarcinomas. TMPRSS2-ERG rearrangement and ERG protein expression were
present in almost 50% of the cases, without statistical differences between the different
Gleason score groups. There was a very high concordance between FISH and THC
techniques (Kappa Index = 0.954). Seventy percent of Gleason = 8 prostate tumors
overexpressed CXCR4 mRNA, and the difference in CXCR4 expression with Gleason <
8 cases was statistically significant (p = 0.009). There was no association between ERG
protein and CXCR4 mRNA expression. In conclusion, our results reveal for the first
time that CXCR4 overexpression is associated with high Gleason score prostate tumors,
but that it is independent of the TMPRSS2-ERG rearrangement. In addition, our results
also support the lack of association of TMPRSS2-ERG with Gleason grade, and confirm
the usefulness of ERG IHC in the detection of TMPRSS2-ERG rearrangement.

Keywords: CXCR4; TMPRSS2; ERG; rearrangement; overexpression; prostate cancer
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Introduction

Tomlins et al.' reported for the first time recurrent gene fusions of the 5’UTR
(untranslated region) of TMPRSS2 with ETS family members in prostate cancer.
Different studies have confirmed the occurrence of TMPRSS2-ERG fusion in 42 to 78%
of prostate tumors.” "

In addition to ERG or ETVI, other less frequent fusion variants between the
5’UTR of TMPRSS?2 and other ETS family members, such as ETV4 B3 and ET V5,14 have
been identified. Moreover, also other less common 5’ fusion partner genes have been
found in prostate tumors.*' >

More than 90% of prostate tumors overexpressing ERG harbor the fusion
between ERG and TMPRSS?2 genes. On the other hand, ETVI expression is found in 6-
16% of prostate tumors, and only 1% of it is related to the TMPRSS2-ETV1 fusion.""”

The different studies performed until now show marked discrepancies about the
association between the TMPRSS2-ERG fusion and prognostic factors.*”'**! Attard et
al.'® report a significant association between TMPRSS2-ERG rearrangement and high
serum PSA, advanced tumor stage, and high Gleason grade. Other reports support an
association with aggressive behavior but fail to relate it to Gleason grade.”* In contrast,
some authors have found a statistical association with low Gleason grade, longer PSA
progression-free survival and lower tumor stage.**'

In a similar way, some papers have indicated that ERG could have a proto-
oncogenic role in prostate tumor initiation,>> whereas others have reported that
aberrant ERG expression is a progression event in prostate tumorigenesis, and that
TMPRSS2-ERG rearrangement does not suffice to initiate prostatic neoplasia.”*

Recently, Park e al.”> developed a novel anti-ERG antibody, whose expression

has a good correlation with the detection of ERG rearrangements by FISH. The protein
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product of TMPRSS2-ERG isoform, similar to almost all ETS fusions, is a truncated
rather than a chimeric ERG protein and therefore it may result in an increased functional
activity.”® Thus, the functional consequences of the TMPRSS2-ERG fusion product are
dependent on the downstream effects of ERG overexpression. Cai et al.”’ identified
several consensus ERG transcription factor binding sites in the promoter region of
CXCR4. In addition, CXCR4, and also ADAMTSI, have been found upregulated in the
presence of ERG overexpression in prostate cancer, indicating that these two genes
could be ERG downstream pathway genes.”* CXCR4 is a chemokine receptor factor that
belongs to the family of G protein-coupled receptors and has been shown to play a
crucial role in a number of biological processes.”® Several studies have suggested that
CXCR4 overexpression could play an important role in prostate cancer metastases.”” ™’
In prostate cancer cell lines, CXCR4 expression is regulated by the TMPRSS2-ERG
fusion.”**"* In TMPRSS2-ERG positive VPCa cells line, ERG and CXCR4 are highly
expressed, and ERG binds to the CXCR4 promoter sequences.”’ Prostate specific ERG
expression has been associated with transcriptional upregulation of CXCR4.>* There are
no studies dealing with the relationship between TMPRSS2-ERG fusion and CXCR4
overexpression in clinical samples of patients with prostate cancer.

In this paper, we have analyzed the relationship between quantitative mRNA
expression of CXCR4, TMPRSS2-ERG rearrangement assessed by ERG protein
expression, and Gleason grade in a series of primary prostate tumors. In addition we
have investigated the prevalence of the TMPRSS2-ERG rearrangement by FISH and by

ERG IHC, and also their relationship with tumor grade.
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Materials and Methods

Patients and Tumor samples

Seventy-five prostate tumors were selected retrospectively from the files of the
Parc de Salut MAR Biobank (MARBiobanc) and 12 from the Tumor Bank of the
Hospital Clinic-Institut d’Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer (IDIBAPS),
Barcelona, Spain. From these, 83 were needle biopsy or radical prostatectomy
specimens and 4 were tumors found at autopsy, so-called latent tumors. All tumors were
staged with the TNM classification. According to the current Gleason grading criteria,
the prostate tumors were combined Gleason score = 6 (n = 37), combined Gleason score
= 7 (n = 32) and combined Gleason score = 8 (n = 18). In 43 tumors we had only
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues, in 3 tumors we had only frozen
tissues and in 41 we had both types of samples.

The biopsy samples were collected between 2000 and 2011, with a follow-up
time from 1 to 143 months (mean = 40.7). The autopsy samples dated from 1993 to
2009.

Fluorescence in Situ Hybridization (FISH) analysis of TMPRSS2-ETS fusion
To assess the genetic status of TMPRSS2 and ERG genes, FISH was carried out on
FFPE tissues from 44 prostate tumors. TMPRSS2-ERG gene rearrangement status was
evaluated using break-apart probes. The following bacterial artificial chromosome (BAC)
clones were used: RP11-35C4 5° and CTD-210307 3° for TMPRSS?2 gene; and CTD-
2102A22 5° and CTD-2341018 3’ for ERG gene. We used consecutive sections for
hematoxylin-eosin (H&E) and FISH in each of the samples. FISH technique and
analysis were performed as previously described.*

A normal pattern, without rearrangement, was considered when the sample

showed 2 pairs of juxtaposed red and green signals; a translocation pattern through
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deletion was identified when a juxtaposed red and green signal and a single red or single
green signal were observed and finally, a translocation pattern but without deletion was
recognized when a juxtaposed red and green signal and a single red plus a single green
for the rearranged allele were seen.

Evaluation of ERG protein expression by immunohistochemistry (IHC)

Immunohistochemical analysis was carried out on FFPE tumor tissue in 84 out
of the 87 prostate tumors using a primary rabbit anti-ERG monoclonal antibody (clone
EPR3864, Epitomics, Burlingame, CA, USA) and the Dako Envision+System-HRP
(DAKO, Glostrup, Denmark).

There were no significant differences in the intensity of ERG staining, so only
two patterns of expression were considered: negative cases (without any detectable
staining) or positive cases (with positive nuclear staining). We used endothelial cells as
internal positive control in each slide (Figure 1).%

Total RNA Extraction and CXCR4 Quantitative Real-Time RT-PCR (qRT-
PCR) analysis

Total RNA was extracted from 44 frozen prostate tumor samples and from 4
non-tumor prostate samples, used as controls, as previously reported.”” All samples
contained at least 70% of tumor cells. Total RNA purity and quality were assessed with
the NanoDrop® ND-100 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington,
DE, USA.) and the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, USA).
According to combined Gleason score, tumors were:Gleason 6 (n = 19), Gleason 7 (n =
16) and Gleason > 8 (n =9).

CXCR4 mRNA expression was analyzed by quantitative Real-Time PCR in the
44 samples, with the ABI PRISM 7500 Sequence Detection System and using the

TagMan® Gene Expression Assay probe and primer mix (Applied Biosystems, Foster
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City, CA, USA). The Assay Identification number for CXCR4 was Hs00976734 ml,
and the GADPH (4310884E) gene was used as internal control. The samples were run in
triplicate and the mean value was calculated for each case. Non-neoplastic prostate
samples (4 cases/run) were used to normalize the data using the AACt method. Values >
2 were considered to indicate CXCR4 mRNA overexpression.

Statistical analysis

Categorical variables are presented as frequencies and percentages. Fisher’s
Exact test was used to compare categorical variables among groups. A p-value less than
0.05 was considered statistically significant. Statistical analysis was performed using
the SPSS statistical package version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). The
agreement beetwen FISH and IHC techniques was calculated using the Cohen’s Kappa

Index.

Results

Detection of TMPRSS2-ERG rearrangements by FISH and distribution
according to combined Gleason score

We have investigated by FISH the presence of the TMPRSS2-ERG
rearrangement in a set of 44 tumors (Table 1). The TMPRSS?2 rearrangement was found
in 19 (47.5%) of them, 12 through the deletion of one allele (most frequently 3°) and 6
through translocation, while one case harbored both rearrangement and amplification of
TMPRSS2. To assess whether the 3’ partner of the fusion was the ERG gene, we have
analyzed ERG status. The FISH test for ERG was successful in 37 cases and from these,
ERG rearrangement was found in 15 (40.5%). The TMPRSS2-ERG fusion was
confirmed in 14 of the 15 cases. In another case in which we found rearrangement of the

ERG gene we could not perform TMPRSS2 FISH analysis, thus we were not able to
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confirm TMPRSS2 as the 5° partner of the fusion in this case. Also, in 4 TMPRSS?2
rearranged cases it was not possible to perform the FISH analysis for ERG, and in one
TMPRSS? rearranged case, ERG was not rearranged but had a gain.

Finally, we found TMPRSS2 and/or ERG gains but not rearrangement in 4 cases:
in 2 cases we detected only a gain of the TMPRSS2 gene and other two cases harbored
both a TMPRSS?2 and an ERG gain.

According to combined Gleason score and considering only the 34 cases with
information available for both genes, we found that 53.8% (7 of 13) of Gleason 6 group,
38.5% (5 of 13) of Gleason 7 and 37.5% (3 of 8) of the cases with Gleason score > 8
harbored the TMPRSS2-ERG rearrangement. There were no statistically significant
differences among the different Gleason categories.

ERG immunostaining analysis, distribution according to Gleason score and
correlation with TMPRSS2-ERG rearrangement

As TMPRSS2-ERG fusion results in a marked nuclear ERG protein expression
detected by ITHC,” we have analyzed ERG immunostaining in a set of 84 prostate
tumors. Fourty four of them are the same in which we have previously checked the
presence of rearrangement by FISH. Tumor nuclei were either positive or completely
negative with the ERG antibody (Figure 1). Fourty-seven of 84 (56%) prostate tumors
showed ERG protein expression. In two cases, there were ERG-positive and ERG-
negative areas. The remaining cases showed homogeneous ERG expression. According
to Gleason score, we found that 58.3% (21 of 36) of Gleason 6; 54.8% (17 of 31) of
Gleason 7 and 53% (9 of 17) of Gleason >8 cases showed ERG expression. This
difference was not statistically significant.

From the 44 cases analyzed also by FISH, we found ERG expression in 21

cases (47.7%). There is a statistical association between rearrangement and protein
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expression (Kappa Index = 0.954 (0.866-1.0; 95% CI)) (Figure 2). We did not detect
any TMPRSS2-ERG rearranged case with a negative ERG immunostaining.

Considering the 44 cases analyzed by both IHC and FISH techniques, 14
(66.7%) of the 21 cases with positive ERG immunostaining harbored the TMPRSS2-
ERG rearrangement. In 5 cases FISH analysis could not be completed for both genes
and another case showed TMPRSS?2 but not ERG rearrangement. Finally, only one case
without any rearrangement detectable by FISH, showed ERG protein expression. In
these two cases with no detectable ERG rearrangement, ERG protein expression could
be due to a type of alteration different from the TMPRSS2-ERG fusion. Interestingly, we
identified also one case in which we found positivity for FISH as well as for IHC in a
region of the tumor, while another region was negative for both techniques, confirming
the good association between rearrangement and protein expression.

Quantitative CXCR4 mRNA expression and ERG protein expression

mRNA CXCR4 expression was investigated by qRT-PCR in 44 prostate tumors
for which we had adequate frozen samples available. From these, 19 tumors were
Gleason 6, 15 were Gleason 7, and 10 were Gleason > 8. Based on the statistical
analysis, the cut-off assumed for mRNA overexpression was > 2 and 14 of 44 (31.8%)
prostate tumors showed CXCR4 overexpression. According to the Gleason score 26.3%
(5 of 19) of Gleason 6 tumors, 13.3% (2 of 15) of Gleason 7 tumors and 70% (7 of 10)
of the Gleason = 8 tumors overexpressed CXCR4 (Figure 3). Thus, CXCR4 mRNA
overexpression was statistically associated with high Gleason score (Fisher’s Exact
Test, p = 0.009). In 41 of these 44 samples, ERG immunostaining analysis was also
performed and from these, mRNA overexpression was found in 11. Seven of these 11
cases (63.6%) showed positive expression of ERG protein. However, there was a

higher percentage of cases (21 of 28, 75%) with ERG immunostaining without CXCR4
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mRNA overexpression (Figure 4). Thus, there was no statistical association between
ERG protein and CXCR4 mRNA expression, indicating that CXCR4 could be

upregulated by an ERG independent mechanism.

Discussion

The presence of multiple types of rearrangement between ETS family members
and different 5° fusion partners is well documented in the literature, being the
TMPRSS2-ERG the most frequently reported in prostate cancer and the most likely
aberrant cause of ERG overexpression.' Moreover, the studies performed with multiple
types of human neoplasms reveal that TMPRSS2-ERG rearrangement is a genomic
alteration specific for prostate cancer and not found in other human neoplasms.*®

There is controversy on the prognostic implications of the TMPRSS2-ERG
fusion in prostate cancer and about the possibility that TMPRSS2-ERG rearrangement
could be either an early or a late event in prostate carcinogenesis. In that sense, different
studies have indicated that ERG could have a proto-oncogenic role in prostate tumor
initiation.>” Other studies report that the TMPRSS2-ERG fusion is not enough to
initiate prostate neoplasia (nor PIN) and that other cooperating oncogenic lesions, such
as PTEN losses, would be required.**’

Perner et al.’” found a higher prevalence of TMPRSS2-ERG rearrangements in
cases with high tumor stage and metastases, but without statistically significant
differences. In the same series, cases with rearrangement through deletion showed a
statistical trend for higher PSA biochemical recurrence rates when compared with
prostate tumors without the fusion. Other reports support the association of TMPRSS2-

ERG fusion with a more aggressive prostate cancer phenotype.'* >’
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On the other hand, many studies have reported an association between
rearrangement and low Gleason grade, and between ERG RNA expression (with or
without rearrangement) and favorable prognostic factors.**!

In our series of primary prostate tumors, we have found a higher percentage of
rearrangement in cases with Gleason = 6 compared to tumors with Gleason = 7, while
the percentage of tumors with the rearrangement was very similar in Gleason = 7 and
Gleason > 8 cases. Our results are in concordance with other reports that have found a
larger proportion of FISH positive tumors in the low Gleason categories.'® >’
Nevertheless, similar to Demichelis e al.' we did not find any statistical association
between fusion status and tumor grade.

A recent study, using a novel anti-ERG antibody, has shown a very good
concordance between ERG protein immunostaining and ERG rearrangement detected
by FISH in prostate cancer. We have assessed the immunohistochemical expression of
ERG to investigate the concordance between TMPRSS2-ERG rearrangement and ERG
protein expression in our cases, as well as the association between ERG protein
expression and the combined Gleason score of the tumors. Similar to previous reports,
24 about half of the prostate tumors showed ERG protein expression. We also found a
very good statistical concordance between FISH and IHC analysis, as in all cases with
TMPRSS2-ERG rearrangement there was expression of the ERG protein. There were
only two cases in which ERG expression did not correlate with TMPRSS2-ERG
rearrangement. In these cases, ERG protein expression should be explained through
another mechanism, different from the TMPRSS2-ERG fusion. ERG protein expression
was limited only to the neoplastic glands, and most tumor samples were either positive

or completely negative. In two tumors we detected heterogeneous expression, with a

positive and a negative ERG region. In one of them, FISH analysis could be performed,
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and it revealed the TMPRSS2-ERG rearrangement in the ERG protein positive region,
while the ERG negative region did not harbor the translocation. These findings further
confirm the good association between rearrangement and ERG protein expression.
According to the Gleason score, the percentage of ERG-positive tumors was similar in
the Gleason 6 and 7 groups, but lower in the Gleason >8 group. However, as in the
TMPRSS2-ERG detection analysis, this difference was not statistically significant.

Cai et al”’ identified several consensus ERG binding sites in the promoter
region of CXCR4 gene. CXCR4 has been found up-regulated in prostate cancer cell lines
in the presence of ERG overexpression, and TMPRSS2-ERG activation seems to be
able to regulate CXCR4 expression and subsequent metastatic spread.”* Regardless of its
possible relationship with ERG, CXCR4 by itself is a very interesting target to
investigate in prostate cancer. The CXCR4-CXCL12 interaction has been involved in
prostate cancer cell migration, invasion and bone metastasis.’'~**> CXCR4 mRNA is
overexpressed in prostate cancer cell lines as well as in a very high percentage of
metastatic prostate samples.”>**> Hart ef al.’* hypothesized that CXCR4 is the key of
prostate metastatic implantation in bone narrow.

In order to assess the role of CXCR4 in the different groups of primary prostate
tumors and its relationship with the TMPRSS2-ERG rearrangement, we have analyzed
the mRNA quantitative expression of CXCR4, along with the immunohistochemical
detection of ERG expression. We have found CXCR4 mRNA overexpression in about
one third of the cases, with a statistically significant higher expression in Gleason > 8
prostate tumors. On the other hand, only a low percentage of tumors with Gleason <7 in
our series overexpressed this gene. Several studies have reported, CXCR4
overexpression in both localized and metastatic prostate tumors by means of

THC.*>**2 Thus, Akashi e al.*’ showed that CXCR4 protein expression predicts poor
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prognosis in prostate cancer with bone metastases. They did not find any statistically
significant differences in CXCR4 expression with respect to pretreatment PSA level,
combined Gleason score, clinical response to hormonal therapy, or extent of bone
metastasis, but this may be due to the fact that their study was restricted to a subgroup
of patients with advanced disease.

To the best of our knowledge, only one previous study has investigated CXCR4
mRNA expression in primary prostate cancer: Sun er al.,* using secondary data
analysis from a previous cDNA microarray study,* reported increased CXCR4 mRNA
levels in prostatic hyperplasia (BPH), localized PCa and metastatic tumors, although no
significant differences were found among BPH and the different tumor grade categories.
In the present paper, we report for the first time that CXYCR4 mRNA is significantly
overexpressed in a large percentage, over 70%, of prostate tumors with high combined
Gleason score, but only in about 20.5% of tumors with Gleason scores 6-7. As we
commented on previously, different studies have indicated that TMPRSS2-ERG

2427
" However, our results seem

rearrangement can lead to increased CXCR4 expression.
to indicate that there is no statistical association between ERG rearrangement and
CXCR4 quantitative mRNA expression. We hypothesize that only a low proportion of
CXCR4 overexpressing cases are due to the ERG rearrangement. Considering that the
protein product of almost all ETS fusions, including the most common TMPRSS2-ERG
isoform, is a truncated ETS protein rather than a chimeric protein,** we can speculate
that not all TMPRSS2-ERG fusion protein products will be able to activate ERG
downstream targets such as CXCR4 and ADAMTSI.*” TMPRSS2-ERG rearrangement
could represent only one of the mechanisms for CXCR4 aberrant overexpression, and

high grade tumors could develop CXCR4 overexpression through alternative

mechanisms. More studies will be required to assess the prognostic value of CXCR4
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expression, and to investigate whether this molecule could help to identify a subset of
low grade cases with TMPRSS2-ERG fusion that could be at a higher risk of
progression.

In conclusion, our results support the lack of association between TMPRSS2-
ERG fusion and histological grade in prostate cancer, as well as the excellent correlation
between ERG rearrangement and ERG immunohistochemistry. On the other hand, our
results also indicate that CXCR4 mRNA expression is independent of the TMPRSS2-
ERG rearrangement, and show for the first time a statistical association between the
increased CXCR4 mRNA and high grade prostate cancer. Further studies are needed to
determine if CXCR4-overexpressing, low grade prostate tumors constitute a subset with

a higher risk of progression.
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Figure 1. ERG Immunostaining (A-C). (A) Strong ERG expression in tumor cells of
Gleason 6 prostate adenocarcinoma (x40 and x100). (B) Strong ERG expression in
tumor cells of Gleason 7 prostate adenocarcinoma (x40 and x200). (C) Completely
negative immunostaining in Gleason 6 prostate adenocarcinoma (left) and in a Gleason

6 autopsy tumor (right) (x200).
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Figure 2. ERG rearrangement by FISH and ERG protein expression by IHC. (A) Case

without ERG rearrangement that did not express ERG protein. (B)(C) Cases with the

ERG rearrangement detected by FISH, and expressing the ERG protein.

Figure 3. CXCR4 mRNA expression in prostate tumors according to the different

Gleason grades.
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Figure 4. Correlation between ERG protein expression and CXCR4 mRNA

overexpression.
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Table 1. TMPRSS?2 and ERG status detected by FISH analysis.

NUMBER OF TUMORS TMPRSS2 STATUS ERG STATUS
14 REARRANGED REARRANGED
4 REARRANGED Not successful
1 REARRANGED GAIN
1 Not successful REARRANGED
2 GAIN GAIN
2 GAIN wT?
14 WT WT?
Not successful wT?
3 WT Not successful

"Wild type
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7.3. Annex 3: Resum de les alteracions dels diferents gens estudiats (PTEN, EGFR,
FGFR3, ERG i CXCR4).

100 - OALTERAT
BWT

90 +

80 -

70

60 56

Percentatge de tumors alterats

Després d’analitzar les diferents alteracions en els gens PTEN, EGFR, FGFR3,
ERG 1 CXCR4 podem concloure que les mutacions somatiques soén una petita
representacié de les alteraciones detectades en els tumors de prostata respecte a d’altres
tipus d’alteracions, com son el reordenament 7TMPRSS2-ERG (mesurat per la deteccid
proteica d’ERG), la sobreexpressié proteica d’EGFR i la sobreexpressi6 d’ARNm de
CXCRA4.
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7.4. Annex 4: Resum de les diferents alteracions trobades agrupades segons els
oraus de Gleason.

m FGFR3 mutat m EGFR mutat O sobreexpressio EGFR
Oguany EGFR m PTEN mutat m ERG reordenat
W sobreexpressio CXCR4
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Si considerem els diferents subgrups de tumors segons el grau de Gleason,
podem concloure que les mutacions de FGFR3 es troben estadisticament associades a
tumors de prostata de baix grau (p = 0.007). Considerant el total d’alteracions d’EGFR
(mutaci6, sobreexpressio i guany) i les mutacions de PTEN, i comparant els casos amb
Gleason < 7 i els casos amb Gleason > 8 trobem que esta estadisticament associat amb

els tumors de prostata d’alt grau (p = 0.04). El reordenament d’ERG presenta una
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prevalenca similar en tots els grups de Gleason i, per ultim, la sobreexpressio d’ARNm

de CXCR4 es troba associada als tumors més agressius (p = 0.009).

164



