Acta Otorrinolaringol Esp 2004; 55: 88-92

INVESTIGACION BASICA

AMPLIFICACION DEL GEN DE LA CICLINA D1
EN LOS CARCINOMAS ADENOIDES QUISTICOS
DE GLANDULAS SALIVARES MENORES

G. SEQUEIROS SANTIAGO', J. P. RopRIGO TAPIA™?, D. GARCIA-CARRACEDO?, J. GARCIA PEDRERO?,
C. SUAREZ NIETO'?, M. V. GONZALEZ MEANA?
'SeRvIcIO DE ORL. HosPitAL CENTRAL DE ASTURIAS. OVIEDO.

2INsTITUTO UNIVERSITARIO DE ONCOLOGIA. UNIVERSIDAD DE OVIEDO. ASTURIAS.

RESUMEN

troduccidn/Objetivo: El carcinoma adenoide quistico (CAQ) es

un tumor de estirpe epitelial y representa el tumor maligno mas
frecuente de las glandulas salivares menores. Sin embargo, se
conoce poco de los genes implicados en el desarrollo y progresién
de estos tumores. El gen de la ciclina D1 (CCND1) juega un papel
clave en el control del ciclo celular, y su anomalia esta descrita en
numerosos canceres. El objetivo de este estudio es determinar si
existe amplificacion del CCND1 en los CAQ de glandulas salivares
menores y su posible relacion con el prondstico. Material y méto-
dos: Se realiza un estudio retrospectivo de 12 pacientes interveni-
dos de CAQ de fosas nasales y senos paranasales. Se determind

la existencia de amplificaciéon del CCND1 mediante PCR multiple.
Resultados: Se encontré amplificaciéon del CCND1 en 4 casos
(33,3%). No se hallg relacion significativa con ninguno de los pa-
rametros clinico-patoldgicos analizados (localizacion, tipo histoldgi-
co, estadio; p>0,05). La supervivencia fue menor en los pacientes
que presentaban amplificacién de CCND1. Discusidn/Conclusio-
nes: Nuestro estudio es el primero que demuestra la amplificacion
del gen de la ciclina D1 en los CAQ. La amplificacién del CCND1
parece tener relacién con un peor prondstico en estos tumores,
aunque es necesario confirmar esta relacion en estudios mas am-
plios.
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ABSTRACT

CCND1 GENE AMPLIFICATION IN THE ADENOID CYSTIC CARCINOMA
OF THE MINOR SALIVARY GLANDS

jective: Adenoid cystic carcinoma (ACC) is a tumour of

pithelial origin that represents the most common malig-

nant neoplasm of the minor salivary glands. However, little

is known about the genes involved in the development and pro-
gression of this tumour. Cyclin D1 gene (CCND1) plays a key role
in the control of the cell cycle, and its amplification is described in
numerous cancers. The aim of this study is to determine the ampli-
fication of the CCND1 gene in the ACC of the minor salivary
glands. Materials and methods: A retrospective study was perfor-
med on 12 patients with ACC of the head and neck. The amplifica-

tion of the CCND1 was determined using multiple PCR. Results:
Amplification of the CCND1 was found in 4 patients (33,3%). No
correlation was found between CCND1 amplification and clinico-
pathological parameters, although disease-free survival was dimi-
nished in patients with amplification. Discussion/Conclusion: Our
study demonstrates for the first time the amplification of the
CCND1 gene in ACC. We have found an amplification rate similar
to others neoplasms. CCND1 amplification seems to be associated
with a poorer prognosis in these tumours, although this needs to
be confirmed in larger studies.

KEY WORDS: Adenoid cystic carcinoma. Minor salivary glands. Cyclin D1. Prognosis.

Correspondencia: Guadalupe Sequeiros Santiago. C/ Baldomero Fernandez 14, 3°. 33006 Oviedo.
E-mail: gsequeiros_orl@hotmail.com
Fecha de recepcion: 3-11-2003
Fecha de aceptacion: 29-1-2004

88 Acta Otorrinolaringol Esp 2004; 55: 88-92



INTRODUCCION

El Carcinoma Adenoide Quistico (CAQ) es un tu-
mor maligno, de crecimiento lento e infiltrante, que
presenta tendencia a la recurrencia local y al desa-
rrollo de metastasis a distancia durante el curso de
la enfermedad. Hoy en dia continua siendo un tumor
con un prondstico incierto. Varios estudios han com-
probado que tienen peor prondstico aquellos CAQ
que presentan un subtipo histoldgico sdlido, estadio
tumoral avanzado, presencia de metéstasis linfaticas
al diagnéstico, localizacidn en el seno maxilar y exis-
tencia de invasion perineural macroscopica'?. Sin
embargo las alteraciones moleculares responsables
de la progresion tumoral de estos tumores no estan
todavia bien caracterizadas, por lo que es prioritario
actualmente investigar acerca de las posibles dianas
genéticas alteradas en los CAQ.

Se consideran genes clave en la tumorogéne-
sis los implicados en la regulacién del ciclo celular,
y entre ellos esta el gen de la ciclina D1. El gen
CCND1 (PRAD1/BCL1), que se encuentra localiza-
do en la regién cromosdémica 1113, codifica la ci-
clina D1, que es una proteina clave en la transi-
cién entre las fases G1 y S del ciclo celular. Su
sobreexpresion, ya sea por reordenamientos cro-
mosomicos o bien por amplificacion génica (au-
mento del numero de copias), resultaria en una
aceleracion en la transicion G1/S?, con hiperprolife-
racion celular y eventual transformacién maligna®.

La ruta en la que participa este gen (ciclina D1-
cdk4/ INK4 (p16)/retinoblastoma (pRb)/E2F) se en-
cuentra alterada en alguno de sus componentes en
mas del 80% de las neoplasias humanas, ya sea por
mutaciones en los genes que codifican estas protei-
nas o en sus reguladores. Concretamente el CCND1
se encuentra alterado en varios tipos de tumores, en-
tre los que se incluye el carcinoma epidermoide de
cabeza y cuello, en el que se encuentra amplificado
en el 40% de los casos aproximadamente®.

Dada la frecuente implicacién de este gen en el de-
sarrollo de neoplasias humanas, el objetivo de nuestro
estudio es determinar si la amplificacion de CCND1 es
una alteraciéon presente en los CAQ de glandulas sali-
vares menores Yy, a su vez pretende establecer posi-
bles correlaciones entre esta alteracién y variables clini-
co-patoldgicas de los tumores estudiados.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Se estudian 12 pacientes con CAQ de glandu-
las salivares menores intervenidos entre los afos
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1990 y 2001. En todos los casos se trataba de tu-
mores primarios que no habian recibido tratamien-
to previamente, y su localizacién era predomi-
nantemente nasosinusal, excepto 3 casos. Nueve
de ellos eran mujeres y tres hombres, con una
media de edad al diagndstico de 55 afos (rango
entre 30 y 79 anos). Todos fueron sometidos a ci-
rugia, y en 10 de los casos se complementd ésta
con radioterapia, coincidiendo con tumores local-
mente avanzados o con invasion de los margenes
quirdrgicos.

Ninguno de los pacientes presenté metéstasis
ganglionares o a distancia, en el momento del
diagndstico.

Los pacientes fueron estadificados segun la
clasificacién de la Unién Internacional contra el
Céncer (62 edicion).

Obtencion de las muestras y extraccién
del ADN

Las muestras tumorales, conservadas en para-
fina, se obtuvieron del archivo del Servicio de Ana-
tomia Patoldgica. Para cada caso se realizaron 4
cortes de 5 micras de grosor, comprobando que la
mayoria de las células fuesen tumorales; se obtu-
vo tejido sano cuando se disponia de éste, que se
utilizé6 como control negativo.

El primer paso fue desparafinar las muestras,
incubandolas en 1 ml de Xileno y posterior centri-
fugacion y secado en un bloque térmico. Una vez
bien seco, el tejido se lisé a 55°C mediante un
tampén de lisis (TrisHCL pH 8,5 50 mM, EDTA 10
mM, Tween 20 0,5%, proteinasa K 1 mg/ml). El te-
jido digerido se sometié a dos rondas sucesivas
de extraccion con fenol cloroformo-alcohol isoami-
lico y el ADN se precipitd con acetato sodico 3 M
(1/10 volumen) y etanol absoluto frio (2 volume-
nes). Tras un lavado con etanol al 70% se secé el
ADN al aire y se resuspendié en agua bidestilada
estéril. Las muestras se conservaron a —20°C has-
ta su uso. La concentracion del ADN se determiné
midiendo la absorbancia a 260 nm. Se trabajé con
concentraciones de ADN de 0,2 microgramos/mi-
crolitro.

Analisis de la amplificaciéon del gen CCND1
(CICLINA D1)

El estudio de la amplificaciéon del oncogen
CCND1 se realiz6 mediante PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) multiple como método
semicuantitativo. En cada reaccién de PCR se
emplearon simultaneamente dos pares de oligo-
nucleétidos, uno para amplificar el gen diana
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(CCND1) y el otro para el gen control, que se lo-
caliza en el mismo cromosoma que el primero
(se utilizé el gen de la tirosin-hidroxilasa), lo cual
permite excluir falsos positivos procedentes de
una posible polisomia del cromosoma en cues-
tion.

Las reacciones de PCR se realizaron en tubos
de propileno de pared fina de 0,2 ml en un volumen
final de 20 microlitros, conteniendo 200 micromoles
de deoxinucledtido trifosfato (ANTPs), 2 micromolar
de MgCl,, 100 nanogramos de ADN, 0,5 micromolar
de cada oligonucledétido, 1X tampén de Amplitaq
GOLD y 0,5 U Amplitag GOLD (Applied Biosys-
tems). Tras un paso previo de 10 minutos a 94°C,
requerido para la activacion del enzima empleado,
las muestras se sometieron a 32 ciclos de amplifica-
cion con una temperatura de anillamiento de 60°C.
Los cebadores para el gen CCDN1 fueron 5’-CG-
TACCCCGATGCCAACC y 5-ATGGACGGCAG-
GACCTCC, amplificando un fragmento de 121 pares
de bases (bp). Los cebadores del gen de la tirosina-
hidroxilasa fueron 5-GCCCCAGCTGCATCCTAC y
5-CTTGGCAGACACCTGGGG, amplificando un
fragmento de 188 bp. Los cebadores fueron obteni-
dos de MWG-Biotech.

Los productos de las reacciones (9 microlitros)
se sometieron a electroforesis en geles de agaro-
sa al 2% (conteniendo 0,5 mg/ml de bromuro de
etidio) en tampon TAE. Las bandas correspondien-
tes se visualizaron en un transiluminador de luz ul-
travioleta, y fueron fotografiados con una camara
digital. La amplificaciéon se estimé contrastando
siempre las opiniones de dos observadores.

Anadlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 empleando el
método de Chi-cuadrado y el test exacto de Fis-
her, con la ayuda del programa informatico SPSS
8,0. Se calcularon las curvas de supervivencia me-
diante el método de Kaplan-Meier. Las diferencias
entre las curvas de supervivencia se compararon
mediante el método log-rank. Los valores de P<
0,05 fueron considerados estadisticamente signifi-
cativos.

RESULTADOS

Ampilificacion de la Ciclina D1
En nuestro estudio hemos encontrado una fre-
cuencia de amplificacién del gen de la ciclina D1
del 33,3% de los casos (4/12).
En la figura 1 se muestra un ejemplo de elec-
troforesis en gel de agarosa de los productos de la
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la
PCR semicuantitativa de cuatro casos; los casos 1y 7 presentan
amplificacion del gen de la ciclina D1, frente a los casos 6 y 9
que son negativos para dicha amplificaciéon. N, tejido sano; T,
tejido tumoral; --, control negativo.

PCR semicuantitativa de cuatro casos, en la que
se observa como los casos 1y 7 presentan un re-
sultado positivo (aumento de la intensidad de la
banda perteneciente al gen CCND1 comparada
con la banda correspondiente al gen control) frente
a la negatividad de los casos 6 y 9, en los que el
gen diana y el gen control presentan la misma in-
tensidad de banda.

Asociacion entre la amplificacion de PRAD1
y las caracteristicas clinico-patolégicas

No se encontré asociacion entre la amplifica-
cion de CCND1 y el subtipo histoldgico (p= 0,091),
aunque los dos Unicos casos con patron tubular y
soélido presentaban amplificacion del CCND1 frente
a solo un 20% de los casos con patrén cribiforme
(Tabla 1). En lo referente a la localizacion tumoral
tampoco se encontrd correlacion estadisticamente
significativa (p= 0,344), sin embargo se hallé una
mayor frecuencia de amplificacién en los casos lo-
calizados en el seno maxilar (Tabla 1).

Todos los casos con amplificacion del CCND1
se correspondian con estadios avanzados de la
enfermedad (llI-1V) (Tabla 1), siendo las diferen-
cias casi significativas (p= 0,083) (Tabla 1).

Supervivencia

La supervivencia global de los pacientes estu-
diados fue del 70% a los 10 afios. Como era de
esperar, los pacientes en estadios avanzados (lll,
IVa, IVb) presentaban una menor supervivencia,
aunque la diferencia no es estadisticamente signi-
ficativa (p= 0,17).

Aquellos pacientes que presentaban amplifi-
cacion del CCND1 mostraron una menor supervi-
vencia frente a los que no presentaban dicha
amplificacién (Figura 2). Nuevamente, las dife-
rencias no fueron significativas (p= 0,16), lo que
puede ser debido al pequefo nimero de casos
estudiados.
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Tabla 1: Relacion entre la amplificacién del
CCND1 y las caracteristicas clinico-patologicas

Total

Caracteristica del COND1 (%) Amplificacion P
Subtipo histolégico 0,091
Tubular 1 1 (100)
Cribiforme 10 2 (20)
Soélido 1 1 (100)
Localizacion 0,344
Maxilar 4 3(75)
Etmoides 3 1(33)
Fosa nasal 2 0(8)
Cavum 1 0(8)
Paladar blando 1 0(8)
Fosa Pterigopalatina 1 0(8)
Estadio T 0,083
I 4 0
-1V 8 4 (50)
* Test de Chi-cuadrado.

DISCUSION

Los estudios abordados hasta la fecha sobre el
CAQ a nivel molecular son escasos. Entre los
marcadores moleculares descritos, se ha propues-
to el valor pronédstico del contenido de ADN (ploi-
dia)®, las regiones de organizacion nucleolar (refle-
jo del indice de proliferacién)’, la expresion del
antigeno Ki-67° y del PCNA, y el porcentaje de cé-
lulas en fase S°.

En cuanto a estudios de expresion proteica de
dianas como bcl-2"°, c-erbB-2", factor de creci-
miento transformante alfa (TGF-a)™, receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), recep-
tores de estrogenos (ER) y progestagenos (PR)",
no se ha encontrado ninguna correlacién con el
grado histoldgico. La expresion de la proteina c-kit
se ha correlacionado con el subtipo histolégico so6-
lido, asociado a un peor prondstico™.

P53 ha mostrado una expresién variable y poco
clara en los CAQ primarios, pero muestra una cla-
ra tendencia a la sobreexpresion en las recurren-
cias tumorales™.

Uno de los estudios mas recientes dirigidos a
buscar alteraciones en la expresién génica, llevado
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Figura 2. Curva de supervivencia obtenida segun el método de
Kaplan-Meier en funcion del estado del CCND1. La linea continua
muestra la supervivencia de los pacientes que no presentan
amplificacién de CCND1 frente a los pacientes que si muestran
dicha amplificacion (linea discontinua).

a cabo mediante el uso de microarrays de ARN",
subyacentes al desarrollo de CAQ de glandulas
salivares menores, ha demostrado que en estos
tumores existe sobreexpresion de ciertos genes
que codifican factores de transcripcion (SOX 4,
AP-2 ALFA, AP-2 GAMMA), componentes de la
matriz extracelular, y miembros de las vias de se-
falizacién. Uno de los posibles mecanismos que
pudieran justificar esta sobreexpresién podria ser
la amplificacion génica (aumento del numero de
copias de un gen), que ya ha sido descrito para
otro tipo de tumores.

El gen de la ciclina D1 se encuentra con fre-
cuencia alterado en muchos tipos de tumores. Asi,
la amplificacion de la regién 11q13, donde se loca-
liza este gen, se ha descrito en varios tumores hu-
manos, entre ellos el carcinoma de mama y el car-
cinoma escamoso de pulmén®. En los carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello (HNSCC) se ob-
servé una incidencia de amplificacion de CCND1
en el 40% de los casos y de forma mas frecuente
en pacientes con enfermedad avanzada, patrones
histolégicos pobremente diferenciados y tumores
localmente agresivos; ademas los tumores que
presentan dicha amplificacién desarrollan recurren-
cias con mas frecuencia y tienen un riesgo de
muerte asociado al tumor®.

En nuestro estudio hemos encontrado una fre-
cuencia de amplificacion del gen de la ciclina D1
(33,3%) similar a la encontrada en otros tumores de
cabeza y cuello. Este gen se convierte entonces en
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una de las principales dianas genéticas alteradas en
este tipo de tumor. La amplificacion se relacionaba
con estadios avanzados de la enfermedad; sin em-
bargo tal asociacion no fue estadisticamente signifi-
cativa, debido probablemente a un insuficiente nime-
ro de casos. Asi mismo, tampoco pudimos establecer
una correlacion estadisticamente significativa entre la
amplificacion de CCND1 y factores que se asocian a
un peor pronéstico del CAQ, como son el subtipo
histolégico sélido, o la localizaciéon en el seno maxi-
lar; sin embargo, destacamos que de los 4 casos en
que se encontré amplificacion de CCND1, 3 de ellos
se localizaban en el seno maxilar (75%).

También hemos hallado una menor supervivencia
en los casos con amplificacion del CCND1, al igual
que ocurre en los carcinomas epidermoides de ca-
beza y cuello, que presentan un porcentaje de am-
plificacion del CCND1 similar. Los resultados obteni-
dos en nuestro estudio nos orientan hacia la posible
implicacion de la ciclina D1 como factor pronéstico
en los CAQ de glandulas salivales menores, aunque
es necesario continuarlo en un estudio mas amplio.

CONCLUSION

En este estudio se describe por primera vez la
amplificacion del gen CCND1 en el carcinoma ade-
noide quistico de glandulas salivares menores. El
hecho de que todos los casos positivos para la am-
plificacion de CCND1 correspondan a estadios
avanzados, justifica el interés de realizar un estudio
prospectivo en el que se acumule una serie mas
amplia de casos y poder confirmar, en su caso, el
valor de la amplificacion de CCND1 como factor
prondstico.
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