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RESUMEN

MUTACIONES DEL GEN DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS EN PACIENTES
CON ADENOCARCINOMA DE PROSTATA CLINICAMENTE LOCALIZADO

Los objetivos del presente trabajo son el estudio de las mutaciones del gen del receptor de andro6-
genos, tanto su frecuencia como su localizacion en pacientes sometidos a prostatectomia radical.

MATERIAL Y METODOS: Se realizo la secuenciacién genémica en 67 pacientes sometidos a prosta-
tectomia radical. La edad media fue de 64 afios. La mediana de PSA fue de 15 ng/ml. El 34,3% de
los pacientes presentaban un estadio T1 y el 65,7% un estadio T2.

Secuenciacion gendmica: 1. Desparafinacion de las muestras. 2. Extraccion del ADN genémico. 3.
Amplificacion del ADN. 4. Secuenciaciéon. 5. Evaluacion de la secuenciacion con el GenBank.

RESULTADOS: Un 16,7% de los pacientes presentaban mutaciones del gen del receptor de androé-
genos. La mutacién mas frecuente fue la mutacién puntual. El exdn mas frecuentemente mutado fue
el exén 1.

PALABRAS CLAVE: Cancer de préstata. Prostatectomia radical. Receptor de andrégenos. Gen del receptor de andrégenos. Secuenciacién gendmica.

ABSTRACT

HUMAN ANDROGEN RECEPTOR GENE MUTATIONS IN PATIENTS UIT CLINICALLY LOCALIZED
PROSTATE CANCER

The aim of this study was to detect mutations in the human androgen receptor gene in radical
prostatectomy specimens.

MATERIAL AND METHODS: The genomic sequence was realized in 67 radical prostatectomy spe-
cimens. The mean age was 64 years old. The PSA median was 15 ng/ml. TNM 1997: 34.3% were T1
and 65.7% T2.

Genomic sequence: 1. Radical prostatectomy specimens desparaffitation. 2. Extraction of the DNA
3. DNA amplification. 4. Automatic genome sequence. 5. Comparison with Gene-Bank.

RESULTS: 16.7% of the specimens were mutated. The most frequent mutation was the puntual
mutation. The exon most frecuent mutated was exon 1.

KEY WORDS: Prostate cancer. Radical prostatectomy. Androgen receptor. Androgen receptor gene. Genomic sequence.
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as hormonas esteroideas tienen mecanismos

de accion mediados por sus receptores espe-
cificos, llamados receptor de andrégenos, estro-
genos, progesterona, glucocorticoides y mineral-
corticoides. Estos receptores son miembros de
una superfamilia de receptores?.

El receptor de andrégenos pertenece a la
superfamilia de los receptores de localizacién
nuclear. Estos receptores son factores de trans-
cripcion ligando dependientes que regulan la
expresion de genes diana uniéndose a elementos
especificos del ADN.

El analisis de la secuencia de aminoacidos
indica que los miembros de la superfamilia de los
receptores nucleares presentan una estructura
comun, lo que hace pensar que su origen es un
receptor comudn que ha evolucionado especiali-
zandose. Estos receptores se dividen en seis
regiones de estructura primaria denominadas de
la A a la F. Cada una de estas regiones puede
contener uno o varios dominios funcionales.

El extremo N-terminal del receptor, contiene
las regiones Ay B que son altamente variables en
su secuencia y longitud dependiendo de cada tipo
de receptor. Estas regiones contienen los domi-
nios de transactivacion del ADN?2.

La region C contiene el dominio de unién al
ADN que es el dominio mejor conservado en todos
los receptores. Las posiciones de los residuos de
cistina se encuentran absolutamente conserva-
das en todos los receptores y en ellas se encuen-
tran los puentes de zinc tipo Il. Esto favorece el
reconocimiento y define con exactitud la estruc-
tura de estos receptores. Muchos nuevos miem-
bros de esta superfamilia se han identificado gra-
cias a la presencia de esta estructura caracteris-
tica de la region C3. Los dos puentes de cinc pre-
sentan distintas funciones entre si. El puente
situado en la zona N-terminal del receptor de
andrégenos (AR) se une con una regién del ADN
que permite el ensamblaje del mismo con la
secuencia de nucleétidos del HRE. El puente C-
terminal se une con gran afinidad al ADN, lo que
provee al receptor de una columna de residuos
fosfato que aumenta la unién del dominio de
union al ADN al HRE.

La region D se denomina también region bisa-
gra. Es una zona de longitud muy variable y poco
conservada entre los distintos receptores.
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El extremo C-terminal del receptor contiene
las regiones E y F. La region E contiene dos zonas
conservadas y comunes a todos los receptores
nucleares. La funcidén principal de esta region es
su unién al ligando pero también mantiene fun-
ciones de transactivacién del ADN“. Esta region,
también contiene un dominio de dimerizacion
con un fragmento rico en residuos de leucina®.

La regidn F sOlo estd presente en algunos
receptores. En otros receptores como el receptor
de estrdgenos, la regidon F esta presente pero su
deleccidon no provoca ninguna alteracion funcio-
nal del mismo®. En el AR la region F esta presen-
te y regula la unién del receptor al ligando.

Existen distintas enfermedades, ademas del
cancer de prostata, en las que la mutacion o el
mal funcionamiento del AR estan presentes. La
mas caracteristica es el sindrome de insensibili-
dad a los androgenos en los que el receptor pre-
senta distintas alteraciones que provocan su mal
funcionamiento en presencia de concentraciones
normales de andrégenos circulantes (concentra-
cion normal de TST plasmatica) y de un normal
funcionamiento de la 5-a-reductasa tipo 2 (pre-
sencia de DHT celular). La insensibilidad a los
andrégenos puede ser completa o incompleta y se
debe a mutaciones en el gen de receptor de
androgenos (hAR). Estas mutaciones son de tipo
germinal y estan presentes en todas las células
del organismo, mientras que las mutaciones pre-
sentes en el cancer de proéstata son de tipo soma-
tico y sélo afectan al tejido prostatico tumoral. El
resto de enfermedades asociadas a mutaciones
del gen hAR son sindromes neuroldgicos degene-
rativos como la enfermedad de Kennedy o la atro-
fia muscular bulbo-espinal.

El AR es una proteina de 919 amino-acidos de
longitud y con un peso molecular de 98 kilodal-
tons’. Como el resto de los receptores esteroide-
os, el AR tiene cuatro dominios funcionales.

En ausencia de ligando, el AR se encuentra
unido a proteinas celulares que estabilizan su
estructura terciaria y previenen su activacion. La
unién del AR con los andrdégenos provoca una
disociacion de estas proteinas, fosforilacién del
AR, interaccion con los elementos de respuesta
de los androgenos y de forma final una activacion
de la trascripcion de los genes regulados por los
androgenos.
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Uno de los pasos clave para el desarrollo de las
funciones de estos receptores, es la interacciéon con
el ADN. Los receptores nucleares modulan la trans-
cripcion reconociendo especificamente secuencias
de nucledtidos denominados elementos de res-
puesta hormonal (HRE). La formacion de dimeros
de los receptores nucleares, va a condicionar la efi-
ciencia de la union del receptor a sus HRE. A tra-
vés de estas secuencias (HRE), el AR activa los
genes de respuesta androgénica como son el PSA o
la kalicreina glandular humana tipo 28.

El gen del receptor de andrégenos (hAR) se
encuentra en el brazo largo del cromosoma X (gX
11-12). El hAR se divide en ocho exones con una
longitud de 2730 pares de bases. La secuencia
que codifica el dominio N-terminal se encuentra
en el exén 1. El dominio de unién al ADN se codi-
fica en los exones 2 y 3. La region bisagra se codi-
fica en el exdén cuatro. El dominio C-terminal se
distribuye en los exones 4 al 8.

El primer exén contiene dos repeticiones de
trinucledtidos que codifican una secuencia poli-
glutaminay otra poliglicina. La secuencia de poli-
glutamida esta codificada por el triplete CAG y la
de poliglicina por el tracto GGN.

El ndmero de repeticiones del triplete CAG
varia en los individuos sanos entre 8 y 35 repeti-
ciones. Un mayor numero de repeticiones puede
producir una disminucién de la actividad tras-
cripcional “in vivo” e “in vitro”®.

Existen otras patologias no tumorales relacio-
nadas con la variabilidad de la repeticién del tri-
plete CAG. Cuando existen mas de 40 repeticiones
pueden aparecer alteraciones neurolégicas como
la atrofia bulbar espinal, también se relaciona con
atrofia testicular y defectos de la virilizacion°.

El tracto GGN esta constituido por tres repeti-
ciones del triplete GGT, un triplete GGG, dos tri-
pletes GGT y un numero variable de repeticiones
del triplete GGC (GGT,GGG,GGGT,GGCn)L. El
polimorfismo del tracto GGN (un GGN corto) tam-
bién puede aumentar el riesgo de padecer cancer
de préstatal?,

MATERIAL Y METODOS
El objetivo del presente trabajo es el estudio
de las mutaciones del gen del receptor androgé-
nico mediante secuenciacién gendmica, en pacien-
tes diagnosticados de adenocarcinoma de préstata
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clinicamente localizado tratados mediante prosta-
tectomia radical.
— Deteccion de la frecuencia de mutaciones
del gen hAR.
— Localizacion y caracterizacion del tipo de
mutaciones del gen hAR en el carcinoma de
prostata humano.

1. VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

Se incluyen en el estudio 67 pacientes diag-
nosticados de adenocarcinoma de prdstata clini-
camente localizado, de los 165 tratados mediante
prostatectomia radical con linfadenectomia iliob-
turatriz entre 1990 y 1997.

De las piezas de prostatectomia radical, y tras
su estudio anatomopatoldgico, se obtuvieron
muestras de tejido prostatico a partir de los blo-
ques de parafina en los que el estudio anatomopa-
tologico demostraba la presencia de adenocarcino-
ma de prostata. Se obtuvieron de 5 a 10 cilindros
de parafina con un peso aproximado de 10 mili-
gramos. En el caso de no obtener suficiente tejido
para la realizacion de la secuenciacién completa
del gen del receptor de andrégenos se obtuvieron
mas muestras del mismo bloque de parafina.

Variables clinicas

La edad media de los pacientes fue de 64 afios
(rango 52-77 arfios).

La sospecha de cancer de prostata se realizo
por la presencia de un aumento del PSA total
plasmatico en 21 pacientes (31,3%), por tacto
rectal andbmalo en 2 pacientes (3%) y por altera-
cion del tacto rectal y elevacién del PSA en 42
pacientes (62,7%). En 2 pacientes el diagnostico
de cancer de prostata se realiz6 de forma inci-
dental tras la realizacion de RTU o adenomecto-
mia retropubica.

La mediana de PSA en el momento del diag-
néstico fue de 15 ng/ml (media 24,24 ng/ml,
rango 1-130 ng/ml).

En todos los pacientes con sospecha de tumor
prostatico, el diagnéstico de cancer de préstata se
realizé mediante biopsia de prostata y su poste-
rior estudio anatomo-patoldgico.

Siguiendo la clasificacion TMN de la Interna-
cional Union Against Cancer (UICC) se codifica-
ron todos los pacientes segun la ultima revision
de 1997 (TNM 1997).



D. SANCHEZ ZALABARDO, D. ROSELL COSTA, B. HONORATO CIA, Y COLS.

Siguiendo esta clasificacién, 23 pacientes
(34,3%) presentaban estadio clinico T1 y 44 (65,7%)
estadio T2.

Tras la realizacion de la biopsia, 54 (80,6%)
pacientes fueron clasificados segun el grado his-
tolégico de Gleason. Nueve pacientes fueron cla-
sificados como Gleason 2, 6 como Gleason 3, 11
como Gleason 4, 10 como Gleason 5, 8 como
Gleason 6, 3 como Gleason 7, 5 como Gleason 8,
1 como Gleason 9 y 1 como Gleason 10.

2. PROCESADO DE LAS MUESTRAS
Algoritmo de trabajo
1. Desparafinacion de las muestras.
2. Extraccion del ADN gendmico.
3. Amplificacion del ADN.
A. Purificacion de los productos de PCR.
4. Secuenciacion.
A. Reaccion de secuenciacion mediante
termociclacion.
Purificacion del producto resultante
de la reaccion de secuenciaciéon con la
eliminacion de marcadores marcados
mediante las columnas de CENTRI-
SEP.
. Gel de secuenciacion.
i. Limpieza de los cristales de se-
cuenciacion.
ii. Preparacién del gel.
Cargar las muestras en el gel de se-
cuenciacion.
Electroforesis durante un tiempo de 7
horas.
5. Evaluaciéon de
GenBank.

B.

D.
E.

la secuenciacion con el

2.1. Desparafinacién del tejido

— Afadir 25 mg de tejido en un tubo de 2 ml
para microcentrifugado.

— AAfiadir 1200 pL de xyleno. Agitar.

— AAfadir 1200 pL de etanol (96-100%) para
eliminar el xileno residual.

- Centrifugar 5 minutos.

— Eliminar el etanol.

— Repetir los tres ultimos pasos una vez mas.

2.2. Extraccién de ADN genémico
Para la extraccién de ADN del tejido propia-
mente dicho se empled el kit QlAamp DNA Mini

224

Kit (50) de QIAGEN®, siguiendo las instrucciones
del fabricante.

La concentracion de ADN y su pureza se cal-
cularon midiendo la absorbancia de luz UV a 260
nm y a 280 nm en un espectrofotdmetro GENE
QUANT-1I RNA/DNA CALCULATOR (Pharmacia-
Biotech)®.

La razon A260/A280 fue en todos los casos
superior a 1.8

2.3. Amplificacion del ADN

Debido a la enorme amplificacién posible con
el proceso PCR, pequefios niveles de contamina-
cion de ADN, especialmente de reacciones de
amplificacion PCR previas, muestras con niveles
altos de ADN, y moldes positivos de control, pue-
den resultar en formacion de productos incluso
en la ausencia de moldes de ADN afiadidos inten-
cionadamente. Todas las reacciones deberian ser
realizadas en un area separada de los productos
de analisis PCR. El uso de vasos, soluciones y
pipetas desechables para preparacion de ADN,
reacciones de mezcla, y analisis de muestras
minimizara la contaminacion.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un
volumen de 50 pl con concentraciones de MgCl, 2
mM, dNTP 0,2 mM, cebadores 0,8 mM, 0,05 uni-
dades/pul de Taq Gold® (Applied Biosystems,
ROCHE), 3 ul de DMSO (dimetilsulféxido) por reac-
cion y, aproximadamente 1 pg de DNA gendmico
también por reaccion. El fragmento final del exén
1, que incluye una zona de repeticiones CGG, mos-
tré una enorme dificultad para ser amplificado. Se
recurrié a la utilizacion del reactivo “Perfect Match®
PCR Enhancer” (Stratagene), 1 ul por reaccion.

Las condiciones de amplificacién consistieron
en un paso inicial de desnaturalizacion a 95° C
durante 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95°
durante 1 minuto 30 segundos, 60° durante un
minuto y un dltimo paso de polimerizacion de 72°
durante 2 minutos. Para los fragmentos 1c, 1d y
1le se empleé una temperatura de realineamiento
de 61° C en lugar de 60°. Los productos de PCR
se comprobaron por electroforesis en gel de aga-
rosa al 2% en TAE 1X, tefiido con bromuro de eti-
dio a una concentracion final de 0,5 pg/ml. La
electroforesis se realiz6 a 160W durante 30 minu-
tos. La lectura de los geles se realiz6 en un tran-
siluminador de luz ultravioleta (Fig. 1).
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FIGURA 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los
productos de PCR resultantes de la ampliacién de las
regiones codificantes del gen hAR.

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador GeneAmp PCR System 2400
(Perkin-Almer)®.

2.4. Secuenciacion

Como cebadores para las reacciones de
secuenciacién se emplearon los mismos que para
las amplificaciones pero a una concentracién de
0,15 pmol/ul y el Kit de secuenciacién “BigDye®
Terminator Cycle Squencing Ready Reaction”
(Applied Biosystems, ROCHE).

A. Reaccion de secuenciacion mediante termo-
ciclacion

Utilizamos el kit: DNA Sequencing Kit (N° ref:
4303152) de PE Biosystems.

Poner 1 pl del producto de PCR purificado con
una mezcla de:

- Terminator = 8 pl

- Primer (3,2 pmoles) = 1 pl

- H,O hasta llevar la reaccion a 20 pl (10 pl).

El programa utilizado es el siguiente:

96°C ............ 10 seg
50°C............ 5 seg J 25 ciclos
60°C............ 4 min

4°C . 00

B. Purificacion del producto resultante de la
reaccion de secuenciaciéon con la eliminacion de
marcadores mediante las columnas de CENTRI-
SEP

Para la eliminacion de los terminadores no
incorporados se utilizaron las columnas de puri-
ficacion “Centri-Sep Colums™® (Princeton Separa-
tions).

— El kit de CENTRISEP contiene tres compo-

nentes:

225

Tubos eppendorf: tubos de recoleccion de
muestras. Capacidad de 1,5 ml.

Tubos de lavado: largos cilindricos acabados
en un cono. Capacidad de 2 ml.

Columnas CENTRISEP: tubos coénicos largos
con capuchén en ambos extremos. Contienen el
gel seco responsable de la purificacion.

— El objetivo de este paso, radica en eliminar
los terminadores marcados que no se han
utilizado en la reaccién evitando el reflejo de
fluorescencia en el gel de secuenciacion.

— Secar el producto al vacio a temperatura
ambiente durante 25 minutos.

— Diluir el ADN de la parte inferior del eppen-
dorf el buffer de carga.

C. Gel de Secuenciacion

i. Limpieza de los cristales de secuenciacion:

— Previamente a su uso, los cristales deben ser
limpiados con agua y si es posible con solu-
cion alconox detergente.

— Secar los cristales con papel especial.

— En caso de aparecer manchas, limpiar con
isopropanol al 70% y en su defecto metanol
puro o etanol al 70%.

ii. Preparacion del gel

El gel de acrilamida necesario se elabord a
partir del reactivo “Prona Sec PRONAMATRIX
4.5"® (Pronadisa):

Colocar los cristales y espaciadores en el cas-
sette seguin el método descrito para el secuencia-
dor.

Mezclar bien en un vaso de precipitados:

— 45 ml Pronamatrix.

-5 ml TBE 10x.

El anélisis de la secuencia se llevo a cabo
empleando el secuenciador ABI 377 (ABI, Perkin-
Elmer) mediante los softwares “Sequence
Navigator 1.0.1” y “Sequence Analisis 3.4.1” (ABI
PRISM, Applied Biosystems, Perkin-Elmer).

D. Cargar las muestras en el gel de secuenciacion

— Para cargar la muestra es necesario prepa-
rar la suspensién de carga de secuenciacion:

— 1 pl de EDTA 0,5 mM.

— 20 pl de azul de dextrano (50 mg/mil).

— Diluir el ADN seco en un volumen 4 ul de la
solucion anterior.
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— Voltear las muestras adecuadamente.

— Dejar las muestras en hielo.

— Calentar las muestras durante tres minutos
a 95° C.

— Dejar las muestras en hielo.

— Cargar 0,6 pl en cada uno de los pocillos
dejando entre dos muestras al menos un
pocillo vacio (cargar las muestras alternati-
vamente en los pocillos impares). Emplea-
mos el peine de 64 calles y comenzamos por
cargar so6lo la mitad de las muestras.
Correr el gel en electroforesis durante cinco
minutos antes de cargar el resto de las
muestras.

E. Electroforesis del gel durante un tiempo de 7

horas

2.5. Evaluacion de la secuenciacion con el
GenBank.

El andlisis de la secuencia se llevo a cabo emple-
ando el secuenciador ABI 377 (ABI, Perkin-Elmer®)
mediante el software “Sequence Navigator 1.0.1".

Las secuencias obtenidas se compararon con
la secuencia extraida del GenBank. Las diferen-
cias entre la secuencia problema y la secuencia
molde se cotejaron en la base de datos de muta-
ciones del gen hAR (The Androgen Receptor Gene
Mutations Database World Wide Web Server.
http://ww2.mcgill.ca/androgendb/). Cuando un
cambio en la secuencia era confirmado por una
nueva secuenciacion del fragmento se anot6 en la
base de datos de resultados.

3. Secuencia de los cebadores utilizados y de
los amplicones obtenidos.

Las secuencias de los cebadores (iniciadores)
utilizados en este estudio asi como de los ampli-
cones obtenidos han sido extraidas del articulo
original de Lubhan publicado en 1989, donde se
describe la secuencia completa asi como los oli-
gonucledtidos mas informativos para un correcto
estudio del gen asi como las condiciones y carac-
teristicas de las reacciones. El exdén uno, debido
a su gran tamanfo, requiere varios pares de ceba-
dores. En concreto el fragmento final requiri6 el
disefio de algunos cebadores nuevos para poder
abarcar toda su secuencia, sobre todo el frag-
mento final, que incluye una zona de repeticiones
CGG muy dificil de amplificar en este tipo de mues-
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tras (tejido en parafina). El disefio se llevé a cabo
empleando el software “Primer Express® 1.5” (ABI
PRISM, Applied Biosystems, Perkin-Elmer).

Como cebadores para las reacciones de
secuenciacién se emplearon los mismos que para
las amplificaciones pero a una concentracién de
0,15 pmol/pl.

3. ANALISIS ESTADISTICO

En el andlisis estadistico se utiliz6 un estudio
de regresion logistica binaria univariado y multi-
variado para la identificacion de los factores
influyentes en la progresion de la enfermedad.
Las medias se han comparado mediante la prue-
ba T para la comparacion de medias. El coefi-
ciente de correlacién de Pearson se utiliz6 para la
relacién de variables cuantitativas. Analisis de
supervivencia de Kaplan-Meier (con comparaciéon
de supervivencia de Log-Rank) y un analisis de
regresion de Cox para la identificacidon de factores
influyentes en la supervivencia.

RESULTADOS

Tras la realizacion del proceso de secuencia-
cion, se demostré la presencia de alguna muta-
cion en el gen del AR (hAR) en 11 pacientes
(16,4%) (Tabla 1). En 56 pacientes (83,6%) no
existia ningun tipo de mutacién.

El ex6n mas frecuentemente afectado por las
mutaciones fue el exén 1 con 5 mutaciones
(45,5%). En el exdn 5 se observaron 2 mutaciones
(18,2%) y en los exones 4, 6, 7, 8 se observé una
mutacion (9,1%) en cada uno.

Dentro del exén 1 se observdé mutacion en el
coddén 211 en tres casos (Fig. 2), en el codon 449
(Fig. 20) en un caso y en el cod6n 451 en otro caso.

El codon afectado en el exon 4 fue el 722 (Fig. 3).

Los codones afectados en el exdn 5 fueron el
730y el 747.

El coddn afectado en el exén 6 fue el 799.

El codén afectado en el exén 7 fue el 838 (Fig. 4).

El coddn afectado en el exdn 8 fue el 895.

El tipo de mutacién mas frecuentemente
encontrada fue la mutacion puntual que se
observo en 10 casos (90,9%), en un caso (9,1%) la
mutacion encontrada fue una deleccion.

De las 10 mutaciones puntuales, 4 no provo-
can alteracion del amino-acido resultante mien-
tras que las otras 6 si modifican algiin amino-
acido de la estructura del AR.
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TABLA |
RESUMEN DE MUTACIONES ENCONTRADAS
Tipo de Exoén Codoén aa inicial aa final Nucledtido Nucleétido
mutacion afectado afectado inicial final
DR 5 747 el Leucina Timina =
alanina

Mutacion 1 211 Ac. Ac. glutamico Guanina Adenina
puntual glutamico
Mutacién . < — . .

1 449 Glicina Ac. aspartico Guanina Adenina
puntual
Mutacién L 5 P . .

1 451 Glicina Ac. aspértico Guanina Adenina
puntual
pulSLEEly 1 211 Ac. Ac. glutamico Guanina Adenina
puntual glutamico
Mutacién . _— . .

5 730 Valina Metionina Guanina Adenina
puntual
WLl 1 211 A,C' - Ac. glutamico Guanina Adenina
puntual glutamico
Mutacién . . L L

6 799 Isoleucina Treonina Timina Citosina
puntual
Mutacion 7 838 Leucina Leucina Citosina Timina
puntual
Mutacién . . . . L

4 722 Leucina Fenil-alanina Guanina Timina
puntual
Mutacién I . . .

8 895 Metionina Valina Guanina Adenina
puntual

DISCUSION metastasis en el momento del diagndstico y de la

La mayoria de los carcinomas prostaticos res-
ponden al tratamiento hormonal'® mediante una
disminucion de la masa tumoral que se pone de
manifiesto con una disminucién del PSA plasma-
tico, una mejoria objetiva en el nimero de lesio-
nes metastasicas (principalmente lesiones 6seas
valoradas mediante gammagrafia 6sea) y una
mejoria clinica en pacientes con dolor éseo y/o0
sintomas obstructivos del tracto urinario.

Esta respuesta al tratamiento hormonal no es
indefinida. A lo largo de su evolucion, tarde o tem-
prano, se va a producir una progresion de la enfer-
medad liberdndose ésta del control hormonal. El
periodo durante el cual el tumor prostatico es con-
trolado mediante manipulacién hormonal, es muy
variable y va a depender, entre otros factores, de la
diferenciacion celular del tumor, de la presencia de
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realizacion previa de algun tratamiento con inten-
cién curativa (cirugia radical o radioterapia). Los
mecanismos por los cuales las células tumorales
escapan al control androgénico y pasan a tener un
crecimiento independiente de la estimulacion hor-
monal no estan suficientemente aclarados. Exis-
ten indicios que aportan distintos mecanismos
moleculares por los que las células prostaticas
tumorales escapan del control apoptético que ini-
cialmente produce la deprivaciéon androgénica. En
la mayoria de estos mecanismos de hormonorre-
sistencia esta implicado de forma directa o indirec-
ta el AR. En algunos casos se ha postulado la pre-
sencia de forma inicial de clones de células hormo-
norresistentes junto con células hormonosensibles
en el mismo tumor, produciéndose una seleccion de
las primeras tras la deprivaciéon androgénica. El
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FIGURA 2. Polimorfismo en codén 211.

File: 13AF 4 HAR.  Sequence Mame: AF 4 HAR |
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Mutacién L722F en el paciente AF

FIGURA 3. Mutacién puntual en codén 722.

tiempo hasta la hormono-independencia vendria
condicionado por el porcentaje inicial de células
hormonorresistentes en el tumor primario. Otro
posible mecanismo de produccion de la hormo-
norresistencia seria la transformacion de células
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File 314D 7T HAR.  Sequence Mame: AD T HAR
260
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Polimorfismo L838L en la muestra AD

FIGURA 4. Polimorfismo en codén 838.

inicialmente hormonosensibles, en células hor-
monorresistentes gracias a modificaciones mole-
culares de las mismas. Dentro de estas modifica-
ciones estan la amplificacion del AR, el aumento
de sensibilidad del AR, aumento de la concentra-
cion de andrégenos a nivel prostatico por un
aumento de la expresion del enzima convertidor
de la DHT, la aparicién de mutaciones del AR y la
activacion del AR por ligandos no androgénicos.

En nuestro caso, pensamos que el segundo
mecanismo seria el que mas influye en la aparicion
de hormonorresistencia, ya que de las mutaciones
encontradas en nuestros pacientes so6lo una ha
sido descrita anteriormente en pacientes con can-
cer de préstata. Es la mutacion en el codon 730
descrita por Newmark4 en pacientes con tumores
prostaticos metastasicos. No existen estudios que
valoren la presencia de mutaciones en tumores
localizados y posteriormente en lesiones metastasi-
cas en el mismo paciente, pero parece correcto pen-
sar que conforme el tumor progresa va a desarro-
llar mutaciones que no presentaba anteriormente
(variabilidad cuantitativa) y/o va a desarrollar
mutaciones distintas a las que presentaba con
anterioridad, modificando asi la capacidad fun-
cional del AR (variabilidad cualitativa).

El porcentaje de mutaciones en el hAR de
pacientes con tumor localizado varia entre O y
20%, siendo la alteracion genética mas frecuente
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la presencia de mutaciones en el exén 1. En nues-
tro estudio, el porcentaje de pacientes con el hAR
mutado es del 16,4%, encontrando que la mayoria
de las mutaciones se localizan en el exén 1 (5
mutaciones), seguido del exén 5 (dos mutaciones).

La frecuencia de mutaciones en tumores metas-
tasicos es mayor que en tumores primarios, y en
tumores hormonorresistentes mayor que la de
tumores hormonosensibles>16, por lo que se cree
que estas mutaciones pueden jugar un papel
importante en la progresion de la enfermedad?”.

La presencia de mutaciones en el AR general-
mente es consecuencia de mutaciones en el hAR.
No todas las mutaciones en el hAR van a provo-
car alteraciones en el receptor ya que mutaciones
puntuales en un codén pueden no alterar el
amino-acido resultante (polimorfismos) y por lo
tanto no alterar la estructura proteica final. Sin
embargo, estos polimorfismos deben tenerse en
cuenta en el ambito de una posible inestabilidad
genética o fallo en los mecanismos de sintesis y
reparacion del ADN que puedan provocar altera-
ciones posteriores que implique una alteracion en
la morfologia y/o funcional del AR. Esta inestabi-
lidad genética, puede provocar la aparicién de
clones celulares genéticamente alterados cada
uno con una expresion fenotipica distinta.

Ademés de la mutacion descrita por Newmark,
encontramos 8 tipos de mutaciones distintos que
no han sido descritos previamente en pacientes
diagnosticados de cancer de proéstata. De estas 8
mutaciones, 3 han sido descritas en pacientes con
el sindrome de insensibilidad androgénica y 5
mutaciones no han sido descritas con anterioridad.

Las tres descritas en el sindrome de insensibi-
lidad androgénica son las que se sitdan en los
codones 211 (insensibilidad androgénica parcial),
722 (insensibilidad androgénica completa) y 838
(insensibilidad androgénica parcial).

La deleccién del codén 747 y las mutaciones
puntuales de los codones 449, 451, 799 y 895 no
han sido descritas ni en cancer de prostata ni en
el sindrome de insensibilidad androgénica. Existe
una mutacion descrita en el codon 895 descrita
en el sindrome de insensibilidad androgénica, en
la que el amino-acido resultante es un residuo de
treonina en vez de un residuo de valina, como en
nuestro caso. El posterior estudio funcional “in
vitro” de estas mutaciones asi como la evolucién
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de estos pacientes nos orientard respecto al
caracter evolutivo de estas mutaciones, asi como
respecto a su capacidad de liberar al receptor
androgénico de su control hormonal.
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