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Introduccién

El cancer es una enfermedad heterogénea y la genética clasica no alcanza para
explicar las diferentes manifestaciones de la enfermedad ni el impacto del medio
ambiente sobre la carcinogénesis. Los procesos que regulan la expresion de genes
sin alterar la secuencia de los mismos son denominados procesos epigenéticos. En el
desarrollo tumoral coexisten alteraciones genéticas y epigenéticas, que modifican la
expresion de genes. En las células mamiferas los cambios epigenéticos son
heredables, consisten en la metilacion del carbono de la posicion 5 de citosinas
presentes en dinucleétidos CG (llamados islas CpG) y se encuentran concentrados
en promotores de genes1. La metilacion de las islas CpG representa una sefial que
desencadena un cambio en la cromatina, que impide la transcripcion del genz. En un
estado normal, la metilacion es un mecanismo que regula, entre otros procesos, la
diferenciacion de tejidos al silenciar ciertos genes en determinados tejidos. Pero
cuando la metilacién se desregula y afecta genes que no deben ser silenciados,
puede iniciarse un proceso patoldgico. La metilacion aberrante de genes supresores
de procesos tumorales (GST) provoca un descontrol del ciclo celular, asi como la
metilacion aberrante de genes inhibidores de metastasis, facilita el escape de la
célula tumoral®. La consecuencia de esta metilacion desregulada tiene un efecto
comparado al que produce una mutacion en la secuencia codificante del gen4.

Se ha propuesto que la metilaciéon de los GST es progresiva a lo largo del proceso
tumoral® detectandose una mayor presencia de GST metilados en lineas celulares®.
El nimero de GST que se reportan metilados en cancer aumenta dia a dia. Entre
éstos encontramos algunos como RASSF1-A, E-Caderina, APC, GSTP1, p16,
BRCA1, p14, hMLH1, p53, RB y VHL".

Basados en estos datos planteamos que la determinacion de alteraciones

epigenéticas especificas de un tumor permitiria identificar etapas del proceso

2



carcinogénico, como también establecer el grado o estadio de la enfermedad y que
podria aportar informacion para proponer tratamientos mas personalizados. Por otro
lado, analizamos la posibilidad de detectar células tumorales en la circulacion
sanguinea, ya que el perfil de metilaciéon de las células sanguineas normales no
interfiere en la deteccion del perfil encontrado en el tumor®. Esto podria permitir el
seguimiento de la enfermedad, la respuesta al tratamiento y la posibilidad de realizar
diagndsticos periddicos para detectar casos de recidivas. En definitiva pensamos que
el perfil de metilacién presente en el tumor puede ser utilizado como un biomarcador
de la enfermedad.

Para demostrar la influencia de las alteraciones epigenéticas en la carcinogénesis y
establecer el perfil de metilacion, se analizaron 26 regiones gendémicas previamente
relacionadas con cancer humano (tabla 1). A su vez se estudiaron cambios en el
numero de copias (ganancias o pérdidas) de 15 regiones mas (tabla 2). Se analiz6 el
perfil de metilacion de 14 tumores de tejido mamario, 4 ganglios con metastasis, 6
tejidos no neoplasicos del limite de seguridad quirurgica y 2 patologias mamarias
benignas. Los patrones de metilacion y cambios de numero de copias de todas las
regiones fueron estudiados mediante la metodologia molecular MS-MLPA (Methyl
Specific — Multiplex Ligation dependent Probe Amplification)®. Nuestro grupo trabaja

1011 Los resultados

desde el 2005 con diferentes aplicaciones de esta metodologia
fueron confirmados con las técnicas basadas en el tratamiento del ADN con bisulfito
de sodio seguido de PCR anidada (Methyl Specific PCR o MSP) y secuenciacién

dependiente de bisulfito (Bisulfite Sequencing PCR o BSP)2.



Simbolo Nombre del gen Referencia Simbolo Nombre del gen Referencia

APC Adenomatosis Polyposis Goli Jn Z Br JCancer. 2001 Jul 6;85(1):69-73. ESR1  [Estrogen Receptor 1 Miiller HM. Cancer Res. 2003 Nov 15;63(22):7641-5.

ATM  |Ataxia-Telangiectasia Mutated Vo QN. Oncogene. 2004 Dec 16;23(58).9432-7. FHIT  [Fragile Histidine Triad Zochbauer-Milller S Cancer Res. 2001 May 1;61(9):3581-5.
BRCA1 |Breast Cancer 1 Dobrovic A Cancer Res. 1997 Aug 15;57(16):3347-50. GSTP1 |Glutathione STransferase, Pl Jeronimo C. Qin Cancer Res. 2003 Aug 15;9(9):3413-7.
BRCA2 |Breast Cancer 2 GrasE Cancer. 2001 Aug 15;92(4).787-95. HIC1  [Hypermethylated in Cancer 1 Fujii H. Oncogene. 1998 Apr 23;16(16):2159-64.

CASP8 [Caspase 8 Teitz T. Nat Med. 2000 May;6(5):529-35 IGSH4  [Immunoglobulin Superfamily, Member 4 Gustafson KS Cancer. 2004 Aug 25;102(4):259-68.

CD44 (D44 Antigen Wang Y. Cancer. 2008 Mar 15;112(6):1325-36. MLH1  |MutL, E Coli, Homolog Murata H. Oncogene (2000) 21, 5696 — 5703

CDH13  [H-Cadherin Toyooka KO. Cancer Res. 2001 Jun 1;61(11):4556-60. PTEN  [Phosphatase and tensin Homolog Zysman MA. Am JPathol. 2002 Mar; 160(3):795-800.
CDKN1B [p27(KIP1) Xu XL World JGastroenterol. 2004 Dec 1;10(23):3441-54 RARB  [Retinoic Acid Receptor, Beta Fackler MJ. Cancer Res. 2004 Jul 1;64(13):4442-52.
(CDKN2A (p14(ARF), p16 Wong DJ Mol Gell Biol. 1999 Aug; 19(8):5642-51. RASSF1 [Ras Association Domain Family Protein 1 Dammann R Cancer Res. 2001 Apr 1;61(7):3105-9.
(CDKN2B [p15(INK4b) Klangby U. Blood. 1998 Mar 1;91(5):1680-7. TIMP3 | Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 3 Lui B Biomed Pharmacother. 2005 Oct;59 Suppl 2:S363-5.
P73 |p73 Dong S Int JCancer. 2002 Mar 20;98(3):370-5. CHFR  |Checkpoint Protein with FHAand RNGFinger Domains | Corn PG. Carcinogenesis. 2003 Jan;24(1):47-51.

DAPK1 | Death-Associated Protein Kinase 1 [Chen QVI. Am JPathol. 2003 l; 163(1):37-45. VHL  |von Hippel-Lindau gene Herman JG. PNASU SA 1994 Oct 11;91(21):9700-4.

TABLA 1: Referencias que vinculan la metilacion de los genes analizados en el
estudio con el desarrollo o la progresion de cancer.

e o S Secuendia analizada sl e
de region | cromosdmica gen metilacion
1 1p36 TP73 OGO00GOGAAGGGGACGCAGC-GAAACTGEEEO00GOGOCAGGOCAGOOGGGA S
2 2qg33-q34 CASP8 CTTTOCAATAAAGCATGTOCAGOGCTG-GGGCTTTAGTTTGCACGTOCATGAATTGTCTGOCACA S
3 3p14,2 FHIT OGOGGGTCTGGGTTTOCAOGC-GOGTCAGGTCATCACOOOGGAGOOCAGTGGG S
4 3p21,3 MLH1 OGTTGAGCATCTAGACGT TTOCTTGGCTCT-TCTGGOGOCAAAATGTOGTTOGTGGCAGGGGTTATTC S
5 3p21,3 MLH1 CTGCTGAGGTGATCTGGOGCAGA-GOGGAGGAGGTGCTTGGOGCTTCTCAGGCTOCTOCTCT S
6 3p21,3 RASSF1 CAGTOOCTGCACOCAGGTTTOCA-TTGOGCGGCTCTOCTCAGCTOCT TAO0GOOGC S
7 3p21,3 RASSF1 GTOCACAGGGEOGGGO000GAG TTCAGOGCCTOOOOCAGGATOCAGACTG S
8 3p22 CINNB1 GGCTGTTAGTCACTGGCAGCAACA-GTCTTACCTGGACTCTGGAATCCATTCTGGTGOCACT No
9 3p24 RARB O0GO0GGCTTGTGOGCTOGCT-GOCTGOCTCTCTGECTGTCTGCTTTTGCAGGGCTGCT S
10 3p26-p25 VHL GOGAAGACTACGGAGGTOGACTOGGEG-AGCGOGCAOGCAGCTOOGO000GOGTAOGACC S
11 3q13,3-g21 CAR COCAGTGOCTGTAACAAGTGOOCAGATGACT-TCTGGTOCAATGAGAACCACACCTOCTGCATTGOCAAGGA No
12 5q21 APC GGCTCGGTGTGGECGCACGT-GACOGACATGTGGCTGTATTGGTGCAGOOOGOCAGGGET S
13 6q25,1 ESR1 OGO00GO0GTGTACAACTACOOOG-AGGGOGCOGOCTACGAGTTCAACGOOGOGGC S
14 6q25,2-g27 PARK2 OGTTCACGACCCTCAACT TGGCTACT-O0CTGOCTTGTGTGGGTAAGTCTAGCATGT TTTCTCTCCAT No
15 7q921,3 CDKB GOGTGATTGGACTOOCAGGAGAAGAAGACT-GGOCTAGAGATGT TGOOCT TAOCAGGCAGGCTTTTCA No
16 9p21 CDKN2A  |CAGAGGGGAAGAGGAAAGAGGAAGAAGOGCTCAGAT-GCTOOGOGGCTGTOGTGAAGGTTAAAACCGAAAATAAAAATGG S
17 9p21 CDKN2B CTGOGACAGCTCCTGGAAGOOGG-0GCGGATOOCAACGGAGTCAACCGTTTOGGGAGG S
18 9qg34,1 DAPK1 OGOGAGGATCTGGAGOGAACTGCT-GOGCCTOGGTGGEGEO0GCTOOCTTOOCTACCT S
19 10p12,1 CREM GCTOCTOCACCAGGTGCTACAAT-TGTACAGTACGCAGCACAATCAGCTGATGGCACACAGCAGT No
20 10p14 Al651963 | CAATTGOCATTTTTTOCTGACATTCACTGT-GGAAATTTGGTGCACGACACTGTTAGGGGAGATCTGT No
21 10qg23,31 PTEN CACOGGAGOGGGCGCAGGAGA-GGOCTGOGGEGEGTGOGTOOCACTCACAGGGAT S
22 11p13 CD44 CTOCTTTOGO00GOGOOCTOC-GT TOGCTOOGGACACCATGGACAAGTTTTGGTGG S
23 11q13 GSTP1 OGAAGAGOGGOOGGOGOOGTG-ACTCAGCACTGGEGEOGGAGOGGEGEOGGGACC S
24 11922,3 ATM GGAGGGAGGAGGOGAGAGGAGTOGGGA- TCTGOGCTGCAGOCACOGOOGOGGTTGATACTACTTT S
25 11923 IGSF4 OCTGGAGOOOGAGTOCTTGCACGOCA-GGOGCOOGGGAGAACACT TTTTCCTTGATOOGGGGAAAGCA S
26 12p13 TNFRSF1A | GOCACACTGOOCTGAGOOCAA-ATGGGGGAGTGAGAGGOCATAGCTGICTGEC No
27 12p13 TNFRSF7 | GAAAGTOCTGTGGAGOCTGCA-GAGOCTTGTOGTTACAGCTGOOOCAGGGAGG No
28 12p13,1 CDKN1B  |AGOOOCTGOGOGCTOCTAGA-GCTOCCEO0GTGECTOGTOGGEGTCTIGTGICTTT S
29 12q23 PAH CAGTGOOCTGGTTOOCAAGAA-OCATTCAAGAGCTGGACAGATTTGOCAATCAGATTCTCAG No
30 12924,33 CHRR OGOGAGAGTAGGCGCGTGGAGG-GOGCTOCGOCATCTTTGATOCTGACCAGGOGACTTOGT S
31 13q12 BRCA2 GGOCATGGAATCTGCTGAACAAAA-GGAACAAGGTTTATCAAGGGATGTCACAACOGTGTGGAAGT TGOGT No
32 13912,3 BRCA2 OGGGAGAAGOGTGAGGGGACAGATTTGTG-OOGGOGCGGT TTTTGTCAGCTTACTGOGGOCAAAAAAGA S
33 14q24,3 MLH3 GOGACCTTGTTCTTACTTTOCT TOOGA-GAGCTOGAGCAGAGAGGACTGTGATGAGACAGGATAACAG No
34 16p13,3 TsC2 GAGOCAGAGAGAGGCTCTGAGAAGAAG-ACCAGOGGOOOCCTTTCTOCTAOCACAGGGOCTOCTG No
35 16g22,1 CDH1 CTATGAAGGAAGOGGTTOOGAAGCTGCTA-GTCTGAGCTOOCTGAACTOCTCAGAGTCAGACAAAGACCAGGAC No
36 16q24,2 CDH13 TTCTGTGOGTTCTOCTGTOOCAG-GTAGGGAAGAGGGGCTGOOGGGOGOGCTCTG S
37 17p13,3 HIC1 OOGCTOCAGATAAGAGTGTGOGGA-AAGCGOGGOGGEGGECTGAGACGOGACCAGGAC S
38 17q21 BRCA1 TTCTCAGATAACTGGGOOCCTGG- GCTCAGGAGGOCT TCACCCTCTGCTCTGGGTAAAGG S
39 18921,3 BC2 CTTCTOCTGGCTGTCTCTGAAGACTC- TGCTCAGTTTGGOOCTGGTGGGAGCTTG No
40 19q13 K3 TGIGTCACCATGTGGGTOOOG-GTTGTCTTOCTCACCCTGTOOGTGAOGTGGA No
4 22q12,3 TIMP3 TOCAGOGOOGAGGCAGOCTOGG TGOGOOOCATOOOGTOOOGO0GGGCACTOGG S

TABLA 2: Enumeracion de las regiones analizadas y los genes a los que
pertenecen las mismas. Se detallan las regiones en las que se estudia la presencia
de metilacion. En negrita se resalta el dinucledtido CG en el que se evalua la
metilacion.



Metodologia

Pacientes

Las pacientes incluidas en el estudio manifestaron previamente su aceptacion
mediante la firma de un consentimiento informado, aprobado por el comité de bioética
de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Cuyo. Todas las
pacientes fueron operadas por el servicio de ginecologia y obstetricia del Hospital
Italiano de Mendoza y del Instituto Gineco-Mamario (IGM) de Mendoza, en el periodo
comprendido entre octubre de 2006 a mayo de 2008.

Al momento se han incluido 96 pacientes y un total de 235 muestras. Las edades de
las pacientes comprenden un rango de 29 a 86 afos, con una edad media de 55,32
afios. Los tumores incluidos presentan diferentes tipos, grados y estadios patoldgicos
(tabla 3).

Recolecciéon de muestras

Se realizd la extraccidon de 3ml de sangre venosa periférica previo a la cirugia
utilizando como anticoagulante 25ul de EDTA 0,5M (n=77). Luego de la extraccién del
tejido tumoral y la exanimacion anatomopatoldgica, se procedid a la diseccion,
separacion y congelamiento (-80°C) de tejido tumoral (n= 90), tejido ganglionar (n=32)

y tejido no neoplasico (n=24).



Grupo Etdreo (afios) |Porcentaje (%) X
25-30 76 Grupo Etareo
31-35 2,6 2
36-40 7.8
41-45 10,4 o)
45-50 18,2 .‘E‘
51-55 14,3 8
56-60 130 &1
61-65 5,2 &
66-70 10,4
71-75 5,2
76-80 6,5
81-85 2,6 O mw, B, 50 SR ETO R 8500
85-90 13
Tipo tumoral
Tipo tumoral Porcentaje (%) o
Ca. Invasar Tubular 4,55
Ca. Invasar con Metaplasia 4,55 0]
Metdstasis 455 4 |
Carcinoma Ductal In Situ 9,00 ‘& 0
Ca. Invasor Lobulillar 9,09 qc, 20]
Fibroadenoma 13,64 g
Ca. Ductal Infiltrativo 13,64 0L 4]
Ca. Ductal Invasar 40,91 o

TABLA 3: Detalle de la muestra: edades dg las pacientes y grado de la patologia
mamaria.

Extracciéon de ADN
Extraccidon de sangre venosa periférica
Previo a la aplicacidn de anestésicos en cada cirugia se procedio a la extraccion de 3
ml de sangre venosa. La extraccion de ADN se realiz6 de leucocitos de sangre
periférica con el método CTAB. La hebra de ADN fue re suspendida en 1ml de Buffer
T10E (Tris/HCI 10mM y EDTA 1mM) y almacenado a -20C.
Extraccién de tejidos
Para evitar la contaminacion, los tejidos tumorales, linfoides y no neoplasicos fueron
procesados por separado. Cada uno fue crio preservado a -80°C y fue disgregado
con el uso de un mortero congelado a -80°C. La suspension celular fue congelada a -
20°C por 24hs para facilitar la ruptura de membranas y la extraccion de ADN fue

realizada mediante CTAB, modificando los tiempos de incubacién para asegurar una
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correcta disolucién. La hebra de ADN fue re suspendida en 1ml de Buffer TqoE
(Tris/HCI 10mM y EDTA 1mM) y almacenado a -20C.

Methyl-Specific Multiplex Ligation Probe dependend Amplification

Las muestras de ADN fueron cuantificadas y diluidas en buffer TE a una
concentracion de 300ng/ul. La reaccion de MS-MLPA se realizé6 de acuerdo a las

recomendaciones de MRC-HOLLAND (http://www.mrc-holland.com/pages/me001pag.

html). Las muestras de ADN y la mezcla de pares de sondas especificas para las
regiones analizadas fueron hibridadas mediante una incubacién durante toda la noche
a 60°C. A continuacion, los pares de sondas fueron ligadas entre si e incubadas luego
con la enzima de restriccion Cfol (sensible a la presencia de metilacion). Luego los
productos ligados que no hubieren sido digeridos, fueron amplificados por PCR con
un cebador con marca fluorescente. Los fragmentos resultantes fueron analizados por
electroforesis capilar en el secuenciador automatico ABI3130 de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Cuyo.

Conversion con bisulfito de sodio

El ensayo se realizdé de acuerdo al protocolo establecido por Herman'? con algunas
modificaciones. Dos pug de ADN disueltos en 50 ul de buffer TE (10:1) fueron
desnaturalizados durante 15 min a 37°C NaOH (Conc. final 0,2M). Luego se
agregaron 30 ul de hidroquinona (Sigma-Aldrich H9003) 10mM durante 10 min vy
230ul de bisulfito de sodio (Sigma-Aldrich) 5M ph=5 por 16 horas a 50°C. El segundo
dia se realizo el desalado de la solucion con Gel Extraction Kit (150) QIAEXII segun
recomendaciones del fabricante (Quiagen GmbH Germany). Luego se realizo la
desulfonacion con NaOH (Conc. final 0,3M), se neutralizo con acetato de sodio 3M y

precipito con 500 pl de etanol 100%.



MSP anidada y secuenciacion dependiente de bisulfito (BSP)

Con el objeto de aumentar la sensibilidad del método de deteccion de metilacién de la
isla CpG del promotor del gen RASSF1A, se disefié una estrategia de PCR anidada.
El procedimiento consistio en una primer ronda de amplificaciéon de 3ul de ADN
convertido con bisulfito de sodio en una mezcla de PCR conteniendo buffer GoTaq
Green (Promega) 1x, 2,5Unidades de GoTaq Polimerasa(Promega), 1,5mM de cada
dNTPs, 2,5mM de Cloruro de Magnesio, 0,5uM de cebador E1 y 0,5uM de cebador
E2 (tabla 4). El producto de esta reaccion mide 200 pb y fue utilizado como templado
para dos reacciones posteriores: una utilizando los cebadores UN-F y UN-R y otra
utilizando los cebadores Met-F y Met-R Sobre estos productos (de 147 pb y 111 pb
respectivamente) se realizé una secuenciacién automatica utilizando los cebadores

correspondientes en cada caso Rassf Met y Rassf UN (Tabla 4 y Figura 4C y 4D)

Nombre del ceador Secuencia (5°37)
Rassf E1 GGGTTTTATAGTTTTTGTATTTAGGTT
Rassf E2 GGGGAGTTTGAGTTTATTGAGTT
Rassf UN F TGTGTGGTTTTTTTTAGTTTTTTTTTGTTG
Rassf UN R TGGGTTTAATTGGGTTATGTTGGG
Rassf Met F CGGTTTTTTTTAGTTITITTTCGTCG
Rassf Met R TTCGCGTTTGTTAGCTTTAAAGTTA
Promotor de Rassf1

E1 ] MetF
s |
—~eee —i— —~e—

IE‘I—EZ:ZOOpI:} MetR Ul : E2

UNF-UN R=147pb

Met - Met R=111pb
[ ]

TABLA 4: Secuencia de los cebadores utilizados. Esquema de la estrategia PCR
anidada y resultado esperado de las amplificaciones.



Resultados

Deteccion de metilacion en regiones relacionadas con la carcinogénesis.

En todos los tumores mamarios analizados (n = 13) se encontraron alteraciones
epigenéticas relacionadas con la tumorigénesis (Figura 1-A y B). En patologias
mamarias benignas y en tejido mamarios no neoplasicos no se detectaron
alteraciones en la metilacion de las regiones estudiadas. (Figura. 1- C). Cabe

mencionar una excepcion: en la muestra no-neoplasica (CMNS5 (1)) se detecto un

perfil de metilacion aberrante. Es interesante observar que si bien esta muestras era
anatomopatologicamente normal, poseia un alto riesgo de presentar o desarrollar un
tumor ya que, al momento de la cirugia, se encontraba alojada entre dos focos
tumorales en la mama de la paciente.

Perfiles de metilacion aberrante especificos para cada tumor.

En todos los tumores se encontré metilacion en al menos dos regiones relacionadas
con la patologia tumoral (Figura 1.B). Esto permitié establecer diferencias entre los
tumores basados en los genes metilados en cada caso, o que denominamos perfil de
metilacion tumoral (PMT) o perfil de metilacion ganglionar (PMG). A pesar de que
varias de las muestras analizadas pertenecen a tumores de mama del mismo origen
histolégico, en ninguno de los casos el PMT fue el mismo (Figura 1.B), poniendo de
manifiesto la heterogeneidad que presenta la patologia a nivel molecular y la
posibilidad de identificar la presencia de un tumor mediante su perfil especifico. En la
Figura 2 se presentan la frecuencia de los genes metilados en tumores de mama, y

los perfiles de metilacidon ganglionar.
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Figura 1: Analisis de la metilacién de diferentes genes. 1. A: Comparacion de
electroferogramas obtenidos mediante analisis con el software GeneMarker v1.75. En
rojo se muestra el perfil correspondiente al control sano y en azul se muestra el perfil
correspondiente al tumor de la paciente 8 (CMT8). El tumor presenta metilacion
aberrante en los genes APC, CDKN2B (o p15), promotor y exdn 1 de RASSF1A y
CDH13. 1. B: Tabla que resume los resultados encontrados en los tumores
analizados. En la columna derecha se muestra la cantidad de genes metilados por
muestra y en la fila inferior la frecuencia en la que se ha encontrado un mismo gen
metilado. 1. C: Comparacién de electroferogramas: en rojo el control sano y en azul el

tejido no neoplasico. Observese la ausencia de metilacién aberrante en el tejido no-
neoplasico.
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Figura 2: Frecuencia de genes metilados en tumores y ganglios centinelas: 2.A:
Tabla que resume los genes metilados hallados en ganglios afectados. 2.B:
Frecuencia de genes metilados en tumores. 2. C: Frecuencia de genes metilados en
ganglios centinelas

Correlacion del PMT con PMG

Los casos que presentaron un compromiso del ganglio fueron particularmente
estudiados, para determinar epigenéticamente el origen de la metastasis en los
ganglios. La paciente CM4 presentaba una patologia mamaria bilateral, definida por
la presencia de dos tumores ductales invasores. En la mama izquierda se encontrd un
PMT para los genes TIMP3, MLH1, ATM, CDKN2B (o p15), HIC1, BRCA1, CASPS,
CD44, promotor y primer exén de RASSF1, DAPK1, ESR1 e IGSF4. En la mama
derecha se encontré un PMT que involucra los genes, TIMP3, APC, CDKN2B (o p15),
RARB, DAPK1 y PTEN. El andlisis del PMG mostr6é el compromiso de los mismos 6
genes encontrados en el PMT derecho, lo que permiti6 establecer claramente el
origen de la metastasis presente en el ganglio, ademas de postular que entre los
genes involucrados algunos pueden estar involucrados en el proceso de metastasis
cercana.

Por otro lado, la paciente CM39 presentaba un tumor en la mama izquierda y dos
focos de metastasis en axila, uno de ellos comprometia la axila izquierda, el otro la
axila derecha. Nuestra pregunta era si las metastasis de ambos ganglios
correspondian a un solo tumor de la mama izquierda o si existia otro foco tumoral
oculto. Al comparar el PMT de la mama izquierda (p15, BRCA1y ESR1) con el PMG
izquierdo (APC, p15, promotor y primer exon de RASSF1 y ESR1) se observo que
compartian 2 genes, y que el PMG izquierdo presentaba el compromiso de 2 genes
adicionales. Una explicacion posible para esto es una evolucion de la metilacion
aberrante que favorecio el escape de células con ese perfil hacia el ganglio. Al

comparar el PMG izquierdo con el PMG derecho, se observo una coincidencia en los
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genes comprometidos (Figura 3). Este sorprendente hallazgo lleva a especular que la
metastasis en el ganglio derecho provino originalmente de células escapadas del

ganglio izquierdo.

Muestra | apc | brcal|pl5| dapkl | esrl| pten|rar-b | rassflp | rassfle | timp3 | TOTAL
CMT4d 6
CMG4d 6
CMT39 3
CcMG39d 6
CMG39i 5

Figura 3: Comparacion de los Perfiles de metilacion: CMT4d representa el PMT
del tumor en la mama derecha de la paciente 4, CMG4d representa el PMG del
ganglio centinela de la axila derecha de la paciente 4. CMT39 es el PMT de la
paciente 39; CMG39d y CMG39I representan los PMG de los ganglios centinelas de
la axila derecha e izquierda, respectivamente. Observese la coincidencia exacta de
los perfiles de metilacion aberrante, permitiendo inferir el origen de las metastasis en
ganglio.

Deteccion de células tumorales circulantes.

Luego de establecer el PMT especifico en cada paciente se planteo detectar este
perfil en las células presentes en la sangre periférica pre-quirurgica, ya sea como
ADN libre de células o células tumorales circulantes (CTCs). Mediante los ensayos de
MS-MLPA previamente utilizados no se detecto la presencia del PMT o PMG en la
sangre de ninguna de las pacientes (Figura 4.A). Esto podia deberse por un lado, a
que no se encontraba ADN tumoral circulando en la sangre de las pacientes
analizadas, o a que la técnica empleada no era lo suficientemente sensible para
detectar bajas concentraciones de ADN tumoral. Impulsados por diferentes trabajos
que reportan la presencia de ADN tumoral en la circulacién®'® decidimos disefiar una
estrategia de deteccion mas sensible, adaptando la técnica MSP para aumentar su
sensibilidad, a la que llamamos MSP anidada. Con la informacién del PMT, se eligid

una region metilada en el tumor (promotor de RASSF1A) para utilizarla en la

deteccion de ADN tumoral en la sangre pre- quirurgica.
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Al estudiar mediante MSP anidada las muestras de sangre pre-quirurgicas de
pacientes cuyo promotor RASSF1A habia sido hallado metilado en el tumor, se pudo
detectar esta mismo alteracion en la sangre. Los controles utilizados fueron
obtenidos de individuos no oncolégicos. (Figura 4.B). Los resultados obtenidos por
MSP anidada fueron confirmados mediante la secuenciacion de cada producto (RUN
y RMet), observandose la presencia de metilacién al persistir las islas CpG (ver

barras en figura 4.C y 4.D).

4.A

L A LNL._JL .. J - JL AL U

[CREM]  [PARKZ] TNFRSF1A| [LH3] PAH BCL2] Tsc2] CoKe] [coH1] |aBS1963] e BRCAZ TNFRSF7| CTHNB1]|
[cASR]|
Ctrl edad CMT8 CMS8 MCF7 e

R-UN R-Met R-UN R-Met R-UN R-Met R-UN R-Met

Figura 4: Deteccion del PMT o PMG en sangre pre quirurgica: 4. A:
electroferograma del analisis MS-MLPA de la sangre de la paciente 8 (CMS8). En
rojo vemos el resultado del control sano y en azul el resultado de CMS8. Como se
puede observar, no se observa diferencia alguna. 4. B: Electroforesis en gel de los
productos de MSP anidada. Las calles R-UN corresponden a la amplificacién de
alelos del promotor Rassf1no metilados (147pb), las calles R-Met corresponden a la
amplificacion de alelos del promotor Rassf1 metilados (111pb), CMT8 es ADN
obtenido del tumor de la paciente 8, CMS8 es ADN obtenido de la sangre pre
quirurgica de la paciente 8, MCF7 es ADN obtenido de una linea celular de cancer de
mama y Ctrl edad es ADN obtenido de personas con edad similar a la paciente 8 y sin
antecedentes oncoldgicos. Observese que en la sangre de la paciente se observa
metilacion aberrante (calle CMS8, R-Met) iguale que en el tumor (CMT8, R-Met). 4. C:
Secuenciacion del alelo de Rassf1metilado y 4. D: Secuenciacion del alelo de Rassf1
no metilado. Notese la presencia de bases CG en la muestra metilada, que
desaparecen en la muestra no-metilada.
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Conclusiones

La metilacion de las regiones genéticas analizadas es especifica para muestras
tumorales dado que no fue detectada en tejido sano ni en patologias mamarias
benignas, como fibroadenomas. Esto permite especular que estas regiones estan
efectivamente relacionadas con procesos tumorigenicos mamarios. Es interesante
destacar el tejido CMN4, en el cual se hallo metilacién aberrante y anatomo-
patologicamente fue considerado normal. Esto podria estar revelando que si bien
histologicamente el tejido parece sano, a escala molecular el proceso oncoldgico ya
ha comenzado y representa un riesgo de desarrollar un crecimiento tumoral.

Al establecer la metilacion de 26 regiones genéticas se pudieron establecer perfiles o
firmas epigenéticas especificas de cada muestra tumoral. Esto no es posible si se
analizan unas pocas regiones. Cuantos mas genes se incluyen para caracterizar el
perfil de metilacion, mayor correlacion se puede establecer con el tipo tumoral.
Nuestros siguientes desafios estan centrados en estudiar la correlacion entre los
perfiles de metilacion hallados y distintos rasgos clinico-patologicos.

La deteccion de ADN tumoral circulante (ADNtc) en sangre pre-quirurgica
consideramos que es de gran importancia clinica. No estd del todo claro el
mecanismo por el cual el ADNtc llega a la circulacion. Algunos trabajos indican que
es producto de la muerte celular programada mientras que otros trabajos lo vinculan
a una secrecion activa de las células tumorales''. El descubrimiento de &cidos
nucleicos libres en la circulacién sanguinea fue reportado por primera vez en 1948
por los investigadores franceses Mandel y Métais y no se le dio la importancia
correspondiente hasta la década del 70"°.

La limitacion de nuestro hallazgo basado en MSP anidada es que detectamos una
sola region metilada en representacion del perfil tumoral completo. Nuestro siguiente

desafio esta centrado en detectar en sangre el perfil de metilacién tumoral completo.
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Para esto, trabajamos en mejorar la sensibilidad de MS-MLPA para detectar el perfil
aberrante de 1 celula tumoral entre decenas de miles de células normales. Junto con
los analisis de correlacion entre los perfiles tumorales y los rasgos clinico-patologicos,
esto permitiria a futuro establecer estrategias terapéuticas mas personalizadas y

preventivas.
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