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RUTINARIO

RECOMENDABLE

e Categoria |

- Estado mutacional de los
genes KRas y NRas
(Exones 2,3y 4)

- Estado mutacional del gen
BRaf (V600)

- Inestabilidad de
microsatélites (MSI)

e Categoria llA

- Gen delecionado en el
cancer de colon (DCC)

- Dihidropirimidina
deshidrogenasa (DPD)

- Células tumorales
circulantes y en la médula
6sea (CTC)

- UGT1A1

e Categoria llb (Prometedores;
investigacion):

- Clasificacion molecular
CMS

- Perfiles de expresion
génica

- Timidilato sintetasa (TS) y
Timidin fosforilasa (TP)

- Receptor de factores de
crecimiento (EGFR y
HER2)

- B-RAF

- Otros posibles
biomarcadores de eficacia
de antiEGFR:
EREG/AREG; PIK3CA,
PTEN

e Categoria lll (Poco
estudiados):

- Otros posibles
biomarcadores de eficacia
de antiEGFR:
Polimorfismos en FcyR,
microRNAs, IGF1-R

- Biomarcadores que
intervienen en la reparacion
de los darios en el ADN
producidos por los platinos
(ERCC1, XRCC1, ERCC2,
XRCC3, GADD45A) o que
evitan que se produzcan
dichos dafios (GST)

e Categoria IV (No utiles):

- Marcadores de
angiogénesis

- Marcadores de metastasis
einvasion

- Indice de proliferacion

- Gen supresor tumoral p53

INTRODUCCION

El factor prondstico mas importante tras la reseccion del CCR es el estadio patolégico
(PTNM). El sistema de estadificacion TNM del afio 2002 sdlo tiene en cuenta factores re-
lacionados con la extension tumoral determinada por métodos clinicos y tras el estudio
de la pieza quirdrgica. En los ultimos anos se ha identificado un importante numero de
marcadores moleculares, algunos de los cuales pueden influir a la hora de decidir la mejor
terapia adyuvante o predecir, con mayor precision, la evolucion de la enfermedad. En
1999, el Colegio Americano de Patélogos (College of American Pathologists, CAP) celebrd
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una reunion de consenso donde se establecieron las bases para el estudio de factores
biol6gicos, genéticos, moleculares y derivados de tejidos, como los marcadores pronds-
ticos en el CCR (1). Se establecieron diferentes categorias en funcion de la evidencia de-
mostrada como factores prondsticos:

definitivamente demostrados como factores prondsticos segun multiples
ensayos clinicos publicados y, generalmente, utilizados en la practica clinica diaria.

extensamente estudiados, desde un punto de vista biolégico y/o clinico,
con valor pronostico y/o predictivo de respuesta. Estos factores son suficientemente
importantes para ser incluidos en los informes de Anatomia Patoldgica, pero su im-
portancia clinica ain no ha sido validada en ensayos clinicos aleatorizados.

factores prometedores; no poseen suficiente informacion para ser in-
cluidos en la categoria | o lIA.

factores aun no estudiados lo suficiente como para poder determinar su
valor prondstico o predictivo.

factores bien estudiados y sin significado prondstico.

El valor de las mutaciones de KRas y NRas, como factor prondstico o predictivo, se ha
analizado en los pacientes con CCR tanto en la situacion adyuvante como en la enferme-
dad avanzada. La incidencia de mutaciones de los genes KRas y NRas en el CCR se
sitta en torno al 50%. Estudios recientes no indican valor prondstico de mutaciones de
KRas/ NRas en los estadios Il y Il de CCR. Su valor como factor prondstico en la enfer-
medad avanzada es controvertido. El valor de las mutaciones de KRas / NRas, como fac-
tor predictivo de respuesta a la quimioterapia en el tratamiento adyuvante, es muy limitado,
lo cual no es asi en la enfermedad avanzada con anticuerpos anti-EGFR (factor de creci-
miento epidermico), en los que ha demostrado ser un factor predictivo clave. Con los
datos actuales no se puede recomendar la determinacion del estado mutacional de los
genes KRas ni NRas en los estadios locales o locorregionales.

Ras es una familia de oncogenes que incluye KRas, NRas y HRas. En el CCR las muta-
ciones se localizan sobre todo en el exén 2 (codones 12,13) de KRas (en torno al 40%
de los pacientes) y menos frecuentemente, y de forma excluyente, en los exones 3 (co-
dones 59,61) y 4 (codones 117,146) de KRas (en torno al 10% de los pacientes que
tienen KRas Exon 2 no mutado) y en los exones 2 y 3 y en menor medida 4 de NRas
(otro 10% de los pacientes que tienen KRas Exon 2 no mutado). Globalmente aproxima-
damente un 20% de los pacientes que son KRas exén 2 no mutado, tienen alguna de
estas “otras” mutaciones en K-NRas.
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Mutaciones en KRas exon 2 y resistencia a monoclonales antiEGFR

Dado que cuando Ras se encuentra mutado la transmision de la sefal se activa patolo-
gicamente por debajo del receptor EGFR se postulé que estas mutaciones podrian im-
plicar resistencia a los monoclonales antiEGFR (panitumumab y cetuximab). En un
principio se estudiaron soélo las mutaciones en KRas Exon 2 (la localizacion mas frecuente
de las mutaciones activadoras de Ras en CCRm) y algunos analisis retrospectivos de es-
tudios fase Il sugerian un posible valor predictivo negativo para eficacia de cetuximab. Sin
embargo para establecer de una forma sdlida el valor como biomarcador de estas muta-
ciones en KRas exdn 2 era preciso su validacion en un estudio randomizado y esto se
hizo en el estudio 20020408 que es un Fase Il que compard panitumumab vs tratamiento
so6lo de soporte en pacientes con CCRm refractarios a quimioterapia. En este estudio se
randomizaron 463 pacientes, observandose en el global del estudio un aumento signifi-
cativo en SLP (HR 0,54) y respuesta con panitumumab, observandose el beneficio con
panitumumab soélo en los pacientes con KRAS exén 2 no mutado (PFS, HR: 0,45) 3 no
viéndose diferencias al administrar panitumumab en los pacientes con mutaciones. Tam-
bién se confirmo posteriormente este valor predictivo negativo para eficacia de panitu-
mumab de las mutaciones en KRas exdn 2 en CCRm en la primera linea en combinacion
con FOLFOX (Fase Ill PRIME “: efecto deletéreo al afadir panitumumab en mutados; be-
neficio en SLP, Rta 'y Sv en no mutados) y en la segunda linea en combinacion con FOL-
FIRI (Fase Ill 181 °: similar eficacia al ahadir panitumumab en mutados; beneficio en SLP
y Rta y tendencia en Sv, en no mutados) o con irinotecan (Fase lll PICCOLO ©: efecto de-
trimental al anadir panitumumab en mutados; beneficio en SLP y tendencia en Sy, en no
mutados).

Hallazgos similares en cuanto al valor de las mutaciones en KRas exon 2 como biomarcador
de no eficacia en CCRm se observaron con Cetuximab tanto en tercera linea (fase Ill NCIC
CO.17 7) como en primera (fase Il CRYSTAL @ y fase Il randomizado OPUS °).

“Otras” mutaciones en Ras (K-N Ras) y resistencia a monoclonales antiEGFR

Como ya se comentd antes, en torno al 20% de los pacientes con K Ras exén 2 no mutado
tienen “otras” mutaciones en KRas (exones 3,4) o en NRas (Exones 2,3,4). Desde un punto
de vista tedrico estas otras mutaciones en Ras podrian implicar también resistencia al tra-
tamiento con monoclonales antiEGFR en CCRm pero para validar esto era preciso disponer
de estudios randomizados adecuados y el primer estudio en que se ha realizado un analisis
de esta cuestion ha sido el PRIME 9 . En este estudio fase lll se randomizaron 1183 pa-
cientes con CCRm en primera linea a ser tratados con FOLFOX vs FOLFOX-panitumumab.
El objetivo principal era la SLP y se incluia en el diseno el analisis del valor predictivo de las
mutaciones en Ras (se dispuso de dicho andlisis en 1096 pacientes). Ya se comentd antes
como en un primer momento se analizaron soélo las mutaciones en KRas exdn 2 'y se ob-
servd como en presencia de estas el anadir panitumumab resultaba detrimental (SLP: HR
1,27, p 0,02), aumentando en cambio la eficacia en los KRas exdn 2 no mutado (SLP, Rta
y Sv). Posteriormente lo que se hizo fue determinar en 639 de los 656 pacientes sin muta-
ciones en KRas exdn 2 la existencia de “otras” mutaciones en K-NRas. Se hizo de forma
paralela mediante secuenciacion Sanger y el test de Transgenomic (WAVE-based surveyor),
siendo concordantes los resultados y observandose globalmente “otras” mutaciones en el
17% de los pacientes (4% KRas exdn 3; 6% KRas exén 4; 3% NRas exdon 2 'y 4% NRas
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exon 3). En estos 108 pacientes con “otras” mutaciones en K-NRas se vieron de nuevo re-
sultados que tendian a ser detrimentales al anadir panitumumab (SLP, HR: 1,28, p=0,32),
concentrandose el beneficio con panitumumab en los pacientes sin mutaciones en K-NRas,
tanto en SLP (mediana 10,1 vs 7,9 m; HR 0,72, p=0,004) como en supervivencia (mediana
25,8 vs 20,2; HR 0,77, p 0,009). A raiz de la publicacion de este hallazgo la ficha técnica
del panitumumab fue modificada en el 2013 limitando la indicacion de panitumumalb sélo
alos pacientes con CCBm y sin mutaciones en K-NRas. Posteriormente se ha comunicado
también falta de eficacia del panitumumalb en el subgrupo de pacientes con KRas exon 2
no mutado pero con “otras” mutaciones en K-NRas en otros estudios randomizados como
en el anteriormente mencionado fase Il de panitumumab en tercera linea 20020408 ' o
en el Fase lll 181 que explord en segunda linea el ahadir o no panitumumab a FOLFIRI 2

Con respecto al valor predictivo negativo de eficacia de cetuximab de las mutaciones en
K-NRAS, también se demostro en el andlisis de dichas mutaciones realizado en los estu-
dios OPUS " (F Il randomizado que compard FOLFOX vs FOLFOX-cetuximab) y
CRYSTAL ' (F lll que compard FOLFIRI vs FOLFIRI-cetuximab) y en la EMA modific tam-
bién la ficha técnica del cetuximab restringiéndose su indicacion a los pacientes sin mu-
taciones en K-NRas.

Si bien el valor predictivo negativo de las mutaciones en K-NRAS para eficacia de los mo-
noclonales antiEGFR estéa establecido, en cambio la secuencia dptima de biolégicos en
los pacientes con K-NRAS no mutado no esta clara. Existen tres estudios randomizados
que han comparado en primera linea de CCRm quimioterapia +bevacizumab vs quimio-
terapia+monoclonal antiEGFR en este contexto.

1. El fase Il randomizado PEAK ® randomiz6 285 pacientes con CCBm KRas exén 2 no
mutado en primera linea a FOLFOX-panitumumab vs FOLFOX-bevacizumab. El objetivo
principal era la SLP y en el global de los pacientes incluidos no se vieron diferencias
significativas (10.9 m vs 10.1m respectivamente; HR 0.84, p=0.22). Sin embargo
cuando se analizaron otras mutaciones en K-NRas (fue posible analizarlas en 221 pa-
cientes y el 23% tenian mutaciones) se vio una SLP significativamente superior en el
brazo con panitumumab en los 170 pacientes sin mutaciones en K-NRas (13 m vs
10.1 m, HR 0.66, p=0.03) mientras que en los 51 pacientes con otras mutaciones en
K-NRas la SLP tendia a ser mejor en el brazo con bevacizumab (8.4m vs 8.8m, HR
1.13, p=0.68).

2. El fase lll FIRE-3 ® randomizé 705 pacientes con CCRm (592 eran KRas exén 2 no
mutado; en 407 de estos pacientes se pudo analizar la presencia de “otras” mutaciones
en K-NRas y 65 pacientes -el 16%- las presentaban) en primera linea a ser tratados
con FOLFIRI-cetuximab vs FOLFIRI-bevacizumab. En este analisis se sugiere también
un valor predictivo negativo para tratamiento con cetuximab de las “otras” mutaciones
en K-NRas siendo la tasa de respuestas (objetivo principal del estudio) segun revision
central superiores en el brazo de cetuximab, y también significativamente superior la
supervivencia en dicho brazo, aunque la SLP fue similar.

3. Recientemente se comunicaron los resultados del fase Ill CALGB/SWOG 80405 ' que
randomizé a pacientes con CCRm en primera linea a quimioterapia (FOLFOX o FOL-
FIRI) con cetuximab vs bevacizumab. Se randomizaron un total de 1137 pacientes K-
RAS exdn 2 no mutado viéndose similar superviviencia (objetivo principal) en ambos
brazos y se comunico el analisis parcial de los resultados en los pacientes K-NRAS no
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mutados que incluyd 526 pacientes. En este subgrupo de pacientes seguia sin verse
dierencias estadisticamente significativas en supervivencia ni en SLP aunque si se vie-
ron mas respuestas con cetuximab

Determinacion de biomarcadores para anti-EGFR en sangre periférica (“biopsia li-
quida”)

Existen estudios que sugieren que el estatus mutacional de KRas del tumor en CCRm
puede ser fiablemente determinado en sangre periférica (correlacion con estatus muta-
cional en biopsia tumoral >90%), bien determinandolo en CTCs '8, o bien determinandolo
en DNA tumoral libre circulante ™. Igualmente podrian detectarse en sangre periférica
otros biomarcadores tumorales que ahora determinamos en el tumor y esto facilitaria
mucho la aplicacion en la clinica de estos biomarcadores e incluso su determinacion re-
petida a lo largo del tiempo buscando cambios dinamicos en el tumor.

Aparicion de mutaciones en Ras tras tratamiento con monoclonales anti-EGFR

Se han publicado recientemente estudios 2% 2" que sugieren que en CCRm originalmente
sin mutaciones en Ras, tras el tratamiento con monoclonales antiEGFR, en el 38-60%
de los pacientes aparecen mutaciones en Ras tras una mediana de 5-6 meses de trata-
miento, posiblemente por una seleccion de clones resistentes. La aplicabilidad clinica de
este hallazgo en el sentido de posibles cambios en el tratamiento tras la deteccion de
estas mutaciones “de novo” en Ras esta por determinar, pero sin duda es una linea de
investigacion interesante para el futuro.

Métodos de determinacién
Secuenciacion (Sanger, masiva...)
Pirosecuenciacion
WAVE-based SURVEYOR® Scan Kits deTransgenomic
RT-PCR
Técnicas de alta sensibilidad (PCR Digital plataforma Fluidigm, BEAMING...)

Recomendacion

Se deben determinar las mutaciones en KRas y NRas en todo paciente con cancer
colorectal metastasico candidato a ser tratado con monoclonales antiEGFR (Cetu-
ximab o panitumumanb).

Dado que estos monoclonales no han demostrado eficacia como tratamientos com-
plementarios en el contexto de la enfermedad resecable (estadios Il lll o tratamiento
perioperatorio en metastasis resecables), determinar las mutaciones de KRas/NRas
no es necesario en estos contextos
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La utilidad de la determinacion en sangre del estado mutacional de KRas/NRas no
esta todavia adecuadamente validada, ni tampoco la de monitaorizar de forma di-
namica cambios en el estado mutacional durante el tratamiento con antiEGFR por
lo que no se recomienda su uso fuera del contexto de un ensayo clinico.

Las mutaciones en BRAF en CCR son V600, (BRAF®Y), se dan en aproximadamente un
10% de los CCR y son casi siempre excluyentes con las mutaciones en RAS. En un
metandlisis ?? se analizo la asociacion de las mutaciones en BRAF con factores clinico-
patoldgicos en CCR. Se incluyeron 25 estudios con 11,955 pacientes con CCR. El por-
centaje de pacientes con mutaciones en BRAFYE fue 10.8% (1288/11955). Las
mutaciones en BRAFY6%E se asociaron a: KRAS wt (17% vs 1.2%; OR 14.28) , estadio
TNM avanzado (11.6% vs 8% ; OR 1.59), pobre diferenciacion (25.6% vs 8% ; OR
3.89), histologia mucinosa (19.4% vs 8.1% ; OR 2.99), MSI (38.9% vs 9.3% ; OR 8.18),
fenotipo metilador (45.9% vs 9.1% ;OR 16.44), Metilacion en el promotor de MLH1
(62.5% vs 9.2% ;0OR 13.84), mujeres (13.7% vs 8% ;OR 1.71), edad mas avanzada
(>60y; 18,6% vs 6,7% ;OR 2.29) y colon proximal (21.6% vs 4.8% ;OR 4.85)

Las mutaciones en BRAF en la enfermedad resecable, en un andlisis realizado sobre los
pacientes incluidos en el PETACC-3, se asocié a un peor prondstico para supervivencia,
pero solo en los pacientes que no tenian MSI (HR 2.2 (1.4-3.4) ; p 0.0003) 2,

En la enfermedad avanzada las mutaciones en BRAF se asocian claramente a un peor
pronodstico con medianas de supervivencia en estudios modernos de tan solo en torno a
los 12 meses (frente a mas de 24 meses en los pacientes sin mutaciones en BRAF).

No esta tan claro sin embargo si las mutaciones en BRAF identifican o no a un subgrupo
de pacientes que no se beneficiaria con de los monoclonales antiEGFR. Dos meta-analisis
recientemente publicados han intentado contester esta cuestion:

— En el meta-andlisis de Pietrantonio y cobs 24 se incluyeron 9 estudios que habian ran-
domizado 463 pacientes con CCR metastasico BRAF mutado a ser tratados 0 no con
monoclonales antiEGFR. Globalmente no se vio un aumento significativo en la eficacia
al anadir antiEGFR ni en SLP (HR, 0.88; IC 95%: 0.67-1.14; p=0.33), ni en superviven-
cia (HR, 0.91; IC 95%: 0.62-1.34; p=0.63) ni en la tasa de respuestas (OR: 1.31; IC
95%: 0.83-2.08, p=0.25).

— En el meta-andlisis de Rowland y cobs 2% se incluyeron 7 estudios que habian ran-
domizado 351 pacientes con CCR metastasico BRAF mutado a ser tratados o no con
monoclonales antiEGFR. Cuando se miraba solo al subgrupo de pacientrcon BRAF
mutado, de nuevo no se veia un aumento significativo en la eficacia al anadir antiEGFR
ni en SLP (HR, 0.86; IC 95%: 0.61-1.21; p=0.38), ni en supervivencia (HR, 0.97; IC
95%: 0.67-1.41; p=0.88). Sin embargo en este meta-analisis a diferencia del de
Pietrantonio, también se consideraban los pacientes con BRAF no mutado (en estos
se veian mejorias significaivas el SLP, Sv y Rtas) y se estudiaba mediante un test de in-
teraccion si las diferencias en eficacia observadas al anadir antiEGFR en los subgrupos
BRAF mutado y no mutado podian explicarlas el azar. Se vio que dicho test de inter-
accion no alcanzaba la significacion estadistica en el caso de la supervivencia (p 0,47)
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y solo la rozaba en el de la SLP (p 0,07). Concluyen los autores que en este meta-
anaalisis no se puede excluir un beneficio con monoclonales antiEGFR en CCR con
mutaciones en BRAF. Sin embargo hay que senalar que con el escaso numero de pa-
cientes BRAF mutado incluido, lo heterogéneo de los estudios vy la influencia posible
de otras lineas es dificil que el test de interaccion alcanzase la significacion estadistica
en el caso de que realmente los antiEGFR no beneficiasen a los pacientes con BRAF
mutado y que cuando se dan estas limitaciones una p <0,1 para el test de interaccion
puede ser acceptable (en el caso de la SLP es 0,07). En todo caso el beneficio con
antiEGFR en pacientes con BRAF mutado parece dudoso y posiblemente seria minimo
y clinicamente poco relevante.

No esta pues claro cual puede ser el tratamiento mas adecuado para los pacientes con
CCR avanzado con BRAF mutado:

— El'beneficio con monoclonales anti EGFR, como acabamos de ver, parece ser muy du-
doso y en todo caso minimo.

— El tratamiento con FOLFOXIRI-bevacizumab, en un andlisis de subgrupos del Fase I
TRIBE 26 presento resultados interesantes en el subgrupo de pacientes con BRAF mu-
tado (SLP y Sv mediana: 7,5 my 19 m con FOLFOXIRI-BEVA vs 5,5 my 10,7 m con
FOLFOXIRI, HR 0,56y 0,54, p NS) pero tan solo se randomizaron 53 pacientes en este
subgrupo, y esto limita mucho la interpretacion de estos resultados

— Se esta explorando el posible papel de los TKI antiBRAF. A diferencia de lo que sucede
en los melanomas, los anti-BRAF solos no son eficaces en CCR. Existen datos pre-
clinicos que sugieren que la sobreexpresion de EGFR pudiese actuar como mecanismo
de escape a los antiBRAF en CCR. Existen datos preclinicos y clinicos iniciales prom-
etedores con las combinaciones de  Anti-BRAF + Anti.EGFR Mab +/- 32 droga
(Anti-MEK; Anti-PIKBCA ; Anti-ERK...)

— Estéa pendiente de estudiar la posible utilidad de inmunomoduladores en CCR con
BRAF mutado cuando se asocian a MSI

La presencia de mecanismos defectivos en la reparacion de cruzamientos de ADN pro-
duce alteraciones somaticas en el tamano de las secuencias simples repetitivas de nu-
cledtidos (microsatélites). Este fenbmeno, conocido como MSI, viene determinado
fundamentalmente por el silenciamiento de los genes reparadores MLH1, MSH2, MSH6
y PMS2. Todos los pacientes con sindrome de Lynch y un 15% de los CCR esporadicos
tienen MSI. El National Cancer Institute (NCI) ha propuesto un panel de cinco microsaté-
lites para la definicion del MSI: son tumores con alta frecuencia de MSI (MSI-H) si dos o
mas marcadores tienen inestabilidad; tienen baja frecuencia de inestabilidad si solo tienen
un marcador inestable (MSI-L) y son tumores con marcadores estables los MSS. En la
practica clinica la inestabilidad se mide, fundamentalmente, por la determinacion inmu-
nohistoquimica (IHC) de las proteinas reparadoras de DNA, hMLH1, hMSH2, hMSHE y
hPMS2.
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Globalmente, la MSI se presenta en aproximadamente el 15-20% de los CCR estadio |,
en el 10% de los estadios lll, y en algo menos del 5% de los pacientes con estadio IV. La
MSI se da en aproximadamente el 15% de los CCR esporadicos y en la mayoria de los
asociados a sindrome de Lynch.

MSI en Enfermedad resecable:

Numerosos estudios han determinado el valor prondstico de los tumores con MSI-H.
Tanto en estadios Il y lll, la presencia de MSI confiere un mejor prondstico. Hay estudios
que sugieren un valor predictivo negativo para los pacientes con tumores MSI-H al recibir
tratamiento adyuvante con fluoropirimidinas. Con respecto al beneficio con oxaliplatino
adyuvante en los pacientes con MSI, algun estudio que sugiere que si podria aportar be-
neficio aunque los datos son limitados. El estudio ECOG 5202 podria ayudar a aclarar
mejor el valor prondstico y predictivo del MSI.

MSI en Enfermedad Avanzada

La MSI en la enfermedad avanzada, ha sido asociada a un peor prondstico, al contrario
de lo que sucede en la enfermedad resecable.

La presencia de MSI identifica tumores con defectos en la reparacion del DNA con gran
numero de mutaciones (tumores hipermutados), que se asocian con la expresion de gran
numero de epitopos que implican una importante inmunogenicidad de este subgrupo de
tumores. La presencia de MSI es un biomarcador que predice eficacia de inmunomodu-
ladores (check point inhibitors) como el pembrolizumab (monoclonal inhibidor de PD-1).
En un estudio fase Il recientemente publicado ®? se evalud en 41 pacientes con CCR
metastatico refractario la actividad de pembrolizumab en monoterapia. Se incluyd una
cohorte de pacientes con MSI y otra sin MSI. Los dos objetivos principales eran la Re-
spuesta (Immune-related-RR) y la Immuno-related PFS a 20 semanas. Se vio una activi-
dad muy importante en la cohorte de pacientes con tumors con MSI (Ir-RR 40%, Ir-PFS
20 s: 78%; Medianas de Supervivencia y SLP no alcanzadas) y en cambio no se vio ac-
tividad en los pacientes con tumores sin MSI (Ir-RR 0%, Ir-PFS 20 s: 11%; Medianas de
Supervivencia 5 my SLP 2,2 m)

En el mismo estudio se incluyd una tercera cohorte de pacientes con tumores digestivos
no colorectales con MSI, observandose también en estos pacientes una importante ac-
tividad (I-RR 71%, Ir-PFS 20 s: 67 %)

En la actualidad se esté investigando el papel de pembrolizumab (estudio Fase Il en
primera linea -KEYNOTE 177-, y fase Il en pacientes refractarios -KEYNOTE 164-) y de
otros check point inhibitors en el tratamiento del CCR con MSI

MSI y sindrome de Lynch

La MSI es consecuencia de la pérdida de expresion de las proteinas reparadoras de DNA
(MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) por el silenciamiento de sus genes. Dicho silenciamiento
puede deberse a la metilacion de su promotor (tumores hipermetilados) siendo estos
casos esporadicos y asociandose el 50% de estos casos a mutaciones en BRaf. El otro

Q% Ozg Grupo clinico
O 8 de Biomarcadores en oncologia

Oncobyg



INFORMACION POR TUMORES

mecanismo de silenciamiento de estos genes reparadores es por mutaciones germinales,
lo cual se da en el sindrome de Lynch (también conocido como cancer colorectal heredi-
tario no asociado a poliposis, 0 HNPCC por sus siglas en inglés). Se utiliza la presencia
de MSI asociada a no mutaciones en B-Raf, para identificar pacientes con posible sin-
drome de Lynch.

Este gen se halla localizado en el brazo largo del cromosoma 18 (18q) y codifica una pro-
teina DCC relacionada con el proceso de adhesion. La evaluacion de ese gen y proteina
se ha realizado bien por técnicas genéticas moleculares en las que se ha evaluado la pér-
dida de heterogeneicidad (LOH) de 18q o por técnicas de IHC, midiendo el nivel de DCC.
La medicion de pérdida de DCC por IHC ha sido evaluada en menos estudios, con valores
no tan concluyentes. Con respecto a LOH de 18q, ésta ha demostrado ser un factor pro-
noéstico desfavorable en diversos estudios, en algunos de ellos con valor independiente,
sobre todo en estadio Il. Sin embargo, LOH de 18qg no ha sido determinado de forma
clara como factor predictivo de respuesta al tratamiento adyuvante. Los datos de que
disponemos sugieren que la determinacion de LOH de 189 se deberia incorporar en la
nueva generacion de estudios adyuvantes, tal como se esta haciendo en el estudio del
grupo ECOG 5202 (conjuntamente con la inestabilidad de microsatélites). El hecho de
que esta técnica no esté bien estandarizada hace que se deba hacer en laboratorios cen-
tralizados. Mencion aparte merece la posibilidad de determinar polimorfismos en los genes
localizados en 18q, aunque los datos en este sentido son muy incipientes.

Es la principal enzima en el catabolismo del 5FU, convirtiendolo en un metabolito inactivo,
el dihidrofluorouracilo (DHFU).

Métodos de determinacion
ELISA.
HQ.
Nivel de expresion (ARNm) por PCR.
Polimorfismos/mutaciones.
Test de inhalacion de uracilo.

Utilidad clinica: valor prondstico y valor predictivo

Esta bastante establecido su valor como predictor de toxicidad con las fluoropirimidinas
y esta faceta es lo que hace que su utilizacion se considere como recomendable.

Existe una variabilidad interindividual importante (8-21 veces) en el nivel de actividad de
la DPD, correlacionandose niveles mas bajos con una mayor toxicidad con las fluoropiri-
midinas®. Entre un 4-7% de la poblacion padece un sindrome de deficiencia de DPD que
so6lo se manifiesta cuando estos pacientes son tratados con fluoropirimidinas, momento
en el que desarrollan una importante toxicidad (gastrointestinal, hematologica y neurolo-
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gica) que puede ser incluso letal®®. En parte de estos pacientes el déficit de DPD se de-
beria a ciertas mutaciones/polimorfismos (sobre todo la mutacion IVS14+ 1G > A,
DPyD*22, que se da en torno al 2% de la poblacion®’), y también se ha sugerido en otros
pacientes un papel de la hipermetilacion en los promotores de DPD .

En los ultimos anos se estan desarrollando distintas técnicas que tratan de identificar
estos pacientes con defecto de actividad de la DPD, siendo una de las mas interesantes
el test de inhalacion de uracilo®®. Sin embargo, dicho test debe ser adecuadamente es-
tandarizado y validado antes de poder considerar su uso como rutinario.

En cuanto al valor predictivo de eficacia, el nivel de actividad de DPD en el paciente y su
nivel de expresion en el tumor (ARNmM y proteina), asi como ciertos polimorfismos, también
han mostrado en numerosos estudios poseer un valor predictivo de eficacia de las fluo-
ropirimidinas (mayor expresion de DPD implica menor eficacia), si bien en este aspecto la
utilidad de DPD como biomarcador no esta clara #° ya que estos datos estan basados en
estudios retrospectivos y deberan ser evaluados en estudios clinicos prospectivos antes
de que puedan ser trasladados a la practica clinica diaria. También se ha sugerido que
una mayor expresion intratumoral de DPD podria ser un factor menos adverso para las
fluoropirimidinas que incorporan un inhibidor de DPD (como el UFT o el S1) que para
aquellas otras que no lo incorporan (el 5FU, la capecitabina o el ptegafur), si bien la impli-
cacion real desde el punto de vista clinico de esto tampoco esta clara.

Recomendacioén

Seria recomendable una mayor estandarizacion y validacion de métodos como el
test de inhalacion de uracilo para excluir a los pacientes con déficits severos de DPD
del tratamiento con fluoropirimidinas, pero, mientras esto no sea asi, no se puede
considerar su utilizacion como rutinaria. Se aconseja su determinacion especial-
mente cuando tras una importante toxicidad con fluoropirimidinas se plantea sequir
utilizandolas.

En cuanto a DPD como biomarcador predictivo de eficacia, no se considera acon-
Sejable su uso fuera de los ensayos clinicos.

Células tumorales circulantes (CTC) (enfermedad resecable) (categoria lll)

Estudios limitados han sugerido que tanto la presencia de células tumorales circulantes
como en la médula 6sea tienen un valor pronéstico desfavorable en el CCR precoz*. El
hecho de que son pocos los estudios y con un numero pequeno de pacientes, utilizando
técnicas diferentes, hace que de momento sea una determinacion experimental.

Células tumorales circulantes (CTC) (enfermedad avanzada) (categoria IIA)

Se ha sugerido que la identificacion y cuantificacion de CTC en sangre periférica puede
ser un factor prondstico en el CCRm. En el estudio MACRO que tratd a pacientes con
CCRm en primera linea con XELOX-Bevacizumab se observé que la deteccion y cuanti-
ficacion de CTC en sangre periférica, permitia predecir la SLP y la SG ' Pacientes con 3
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o mas CTC en sangre periférica, antes de iniciar tratamiento, tienen una peor SG que
aquellos pacientes con un menor recuento de CTC (<3 CTC). Ademas, aquellos pacien-
tes, que durante el tratamiento presentan un descenso en el nimero de CTC (<3 CTC),
alcanzan una mejor SG que aquellos con un recuento de CTC =3 CTC a pesar del trata-
miento. Estos datos sugieren que el recuento de CTC puede ser un factor prondéstico en
los pacientes con CCRm vy puede ser Util en la monitorizacion de la respuesta al trata-
miento.

UGT1A1 es una enzima que juega un papel importante en el metabolismo del CPT-11,
pues glucuroniza (inactivandolo) a su metabolito activo, el SN-38.

Métodos de determinacion
Polimorfismos.

Utilidad clinica: valor prondstico y valor predictivo 4347

La actividad de UGT1A1 varia hasta 17 veces entre individuos, y entre los principales res-
ponsables de esta variabilidad (aungue también existen otros factores) estan los polimor-
fismos en la region TATA del promotor de UGT1A1 (UGT1A1*28). El nUmero mas habitual
de repeticiones de TA es de 6, siendo la mayor parte de los individuos homocigotos 6/6.
Cuando hay 7 repeticiones en uno de los alelos (heterocigotos 7/6), pero sobre todo
cuando esto sucede en los dos alelos (homocigotos 7/7), se reduce la expresion del gen
y, por tanto, se glucuroniza menos el SN-38, acumulandose y produciéndose una mayor
exposicion al mismo con el consiguiente aumento en la toxicidad. La identificacion de
estos homocigotos 7/7 es importante en el caso de que contemplemos la utilizacion de
CPT-11, pues en estos pacientes deben usarse dosis menores para evitar toxicidades
excesivas. La frecuencia de los homocigotos 7/7 es variable segun la zona geografica (5-
15% de la poblacion caucasica, 12-27% de los africanos, 19-24% de los indios, 1- 2%
de los asiaticos) .

Recomendacion

Seria recomendable determinar los polimorfismos en UGT1A1*28 en aquellos pa-
cientes que van a ser tratados con CPT-11 y utilizar dosis reducidas en aquellos que
fuesen homocigotos 7/7. Sin embargo, existe debate sobre su utilidad real, pues la
determinacion de este polimorfismo no excluye la posibilidad de que, finalmente, se
acabe produciendo una toxicidad importante con CPT-11 dado que también existen
otros factores. Es por ello que su uso no esta extendido en todos los ambitos y no
puede considerarse como un biomarcador que deba realizarse de forma rutinaria
(seria sOlo recomendable) en todo paciente que vaya a ser tratado con CPT-11.
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El CCR es una enfermedad heterogénea desde el punto de vista biolégico. Existian varias
clasificaciones del CCR desde el punto de vista molecular y se ha intentado unificarlas
para facilitar la investigacion traslacional y se ha formado un consorcio internacional que
integra a los grupos mas importantes que han compartido sus casos (4562 casos), sus
analisis bioldgicos y sus clasificaciones previas (seis diferentes clasificaciones previas) ge-
nerando una unica clasificacion, la del consenso de subtipos moleculares (consensus mo-
lecular subtypes -CMSs-):

— CMS1 (14% de los CCR): se denomina tipo inmune. Se asocia a MSI y a una
importante activacion inmunoldgica. Es el grupo que responde a inmunomoduladores
(check point inhibitors). Se asocia a hipermutacion, hipermetilacion y a mutaciones en
BRAF. Se socia a mayor frecuencia de mujeres, ancianos y colon derecho. En
enfermedad resecable tienen mejor prondstico pero en enfermedad avanzada se
asocian a peor pronoéstico

— CMS2 (37% de los CCR): tipo epitelial. Expresa activacion de WNT y MYC. Tienen un
numero alto de alteraciones en el nimero de copia somaticas (somatic copy number
alterations —SCNA-) y se asocia a mutaciones en p53.Se asocia a colon izdo.

— CMSS3 (13% de los CCR): tipo metabdlico. Tiene caracteristicas epiteliales pero con
importante disregulacion metabdlica. Tienen un numero bajo de alteraciones en el
numero de copia somaticas (somatic copy number alterations —SCNA-). Se asocia a
sobreexpresion de IGFBP2 y a mutaciones en KRAS.

- CMS4 (23% de los CCR): tipo mesenquimal. Presentan activacion de TGFB
(transforming growth factor— ), invasion estromal y angiogénesis. Mas frecuente en
jovenes y estadios Il y IV. Implican un peor prondstico tanto en enfermedad resecada
como en enfermedad avanzada.

CMS no clasificables (13% de los CCR): presentan caracteristicas intermedias y podrian
deberse a fenotipos en transicion o a heterogeneidad intratumoral

Esta clasificacion del CCR es actualmente la mas robusta desde el punto de vista biolo-
gico y deberia ser la base para una futura clasificacion clinica y para el desarrollo de tra-
tamientos especificos para los distintos subtipos.

En la actualidad se hallan en desarrollo multiples plataformas de analisis genomico con el
fin de determinar el prondstico de los pacientes con CCR precoz, especialmente en es-
tadio Il. Algunas de estas plataformas solo utilizan material fresco, mientras que otras se
basan en piezas conservadas en parafina. Estos estudios estan todavia en una fase muy
precoz, y deben ser validados en estudios prospectivos y comparados con los determi-
nantes clasicos de riesgo de recidiva (recomendaciones de ASCO).
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Es la principal diana del 5FU y cataliza la conversion de dUMP a dTMP, lo cual es un pro-
ceso clave en la sintesis de los nucledtidos.

Métodos de determinacién
Nivel de expresion (ARNm) por PCR.
HQ.
Polimorfismos.

Utilidad clinica: valor prondstico y valor predictivo

Varios estudios retrospectivos sugieren que los niveles altos de expresion de TS, deter-
minados bien sea a nivel de ARNm o por IHQ , podrian tener un valor predictivo negativo
de eficacia del tratamiento con fluoropirimidinas®'2,

También existen estudios que sugieren que distintos polimorfismos pueden influir sobre
la eficacia de las fluoropirimidinas en estos pacientes %3

— Polimorfismos VNTR (variable number of tandem repeats) en la region 5 UTR .
— Polimorfismos en 6 bp de la region 3 UTR.

El estudio fase Ill espanol SETICC ha evaluado de forma prospectiva la utilidad de adaptar
el esquema de quimioterapia en primera linea segun polimorfismos en TS y en ERCC1 y
sus resultados estan pendientes de publicacion

Recomendacion
No se recomienda su uso fuera del contexto de un ensayo clinico.

Cataliza la conversion de 5FU en FAUMP, el cual inhibe la TS (la diana del 5FU). También
interviene en la conversion a nivel intratumoral de la capecitabina en 5FU.

Métodos de determinacién
Nivel de expresion (ARNm) por PCR.
IHQ.
ELISA.
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Utilidad clinica: valor prondstico y valor predictivo

Varios estudios retrospectivos han encontrado que los niveles altos de expresion de TP,
determinados bien sea a nivel de ARNm, por IHQ o por ELISA, tienen un valor predictivo
positivo de eficacia del tratamiento con fluoropirimidinas. Otros estudios lo que sugieren
es que es la relacion entre la expresion de TP y la de TS lo que tiene valor predictivo®.

También existen estudios que sugieren que una mayor expresion de TP se correlaciona
con mayor angiogénesis y progresion tumoral®®-,

Ademas la TP juega un papel fundamental en la conversion a nivel del tumor de la cape-
citabina en 5FU, por lo que dicha generacion de 5FU (y por tanto la eficacia) se relacionaria
directamente con el nivel de expresion intratumoral de TP y hay estudios retrospectivos
que sugieren que una mayor expresion de TP por IHQ podria tener valor predictor de res-
puesta a la capecitabina en pacientes con CCR metastasico . La dependencia de la ac-
tividad de TP seria en teoria menor con otras fluoropirimidinas distintas de la capecitabina
que no precisan de la TP para generar sus metabolitos activos. Sin embargo, estos ha-
llazgos deberian ser adecuadamente validados antes de que la expresion de TP pudiese
ser aceptada como un biomarcador que pudiese ayudar a escoger entre capecitabina u
otras fluoropirimidinas para tratar a los pacientes.

Recomendacion
No se recomienda su uso fuera del contexto de un ensayo clinico.

Las mutaciones en EGFR son muy raras y no tienen valor predictivo de eficacia en CCR
57,68

La expresion protéica por IHQ de EGFR tampoco tiene valor predictivo de eficacia del tra-
tamiento en CCR *°%[Chung et al. 2005; Cunningham et al. 2004].

En cambio, la amplificaion de EGFR (FISH, SISH) si se ha sugerido en algunos pequenos
estudios retrospectivos que podria ser predictiva de una mayor eficacia de los monoclo-
nales antiEGFR en CCRm?®®'. No obstante, actualmente no es de utilidad clinica pues
haria falta estandarizar la metodologia y realizar estudios de validacion adecuados.

La sobreexpresion de HER2 (IHQ y/o amplificacion) es poco frecuente en CCR (en torno
al 11%)°%2.

Varios estudios han explorado su posible valor predictivo de eficacia de los monoclonales
antiEGFR en CCR con resultados contradictorios. Algunos estudios han sugerido que la
sobreexpresion de HER2 podria asociarse a una mayor eficacia de los antiEGFR®® 64 y
otros estudios no han confirmado este valor predictivo®5:66,

En cuanto a la posible utilidad de los tratamiento anti-HER2 en pacientes con CCR y
sobre-expresion de HER2 existen estudios preclinicos que sugieren que la combinacion
de antiHER2 y antiEGFR pueden ser un abordaje interesante®’: 8,
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No disponemos de ensayos clinicos que hayan explorado de forma adecuada el papel
de los antiHER2 en CCR vy tan solo disponemos de datos muy limitados de studios fase
Il que por lento reclutamiento incluyeron un nimero insuficiente de pacientes pero que
sugieren pudiese existir una interesante actividad®®°.

El valor de las mutaciones de BRaf (V600OE) como factor prondstico o predictivo, se ha
analizado en los pacientes con CCR tanto en la situacion adyuvante como en la enferme-
dad avanzada '3, La incidencia de mutaciones del gen BRaf en el CCR se sitlUa en torno
al 10%, siendo mas frecuente en tumores con MSI. Estudios recientes indican valor pro-
noéstico negativo de mutaciones de B-raf en los estadios Il 'y lll de CCR con MSI-L o MSS.
Su valor como factor prondstico negativo en la enfermedad avanzada también ha sido
comprobado en diversos estudios.

Desde el punto de vista patogénico parecia interesante estudiar un posible valor predictivo
negativo para eficacia de los antiEGFR en el tratamiento del CCRm de estas mutaciones
que son excluyentes con respecto a las mutaciones en K-NRas. Todos los estudios coin-
ciden en observar un claro valor prondstico adverso de la presencia de dichas mutaciones
en CCRm pero en cambio no esta claro su valor predictivo de resistencia a monoclonales
anti EGFR. Existen estudios que sugieren que los pacientes con estas mutaciones no se
beneficiarian del tratamiento con antiEGFR como el estudio de Di Nicolantonio (no res-
puestas con cetuximab o panitumumalb en monoterapia "4 12), el fase lll PICCOLO (efecto
detrimental al ahadir panitumumab a irinotecan en segunda linea’) o el fase Il COIN (no
beneficio de afadir cetuximab a combinaciones con oxaliplatino en primera linea’™). Sin
embargo cuando se realizd este andlisis en otros estudios (PRIME y CRYSTAL), aunque
el prondstico era claramente peor en los pacientes con mutaciones en BRaf, si parecia
haber una discreta tendencia hacia mayor eficacia al anadir antiEGFR, aunque el escaso
numero de pacientes con BRaf mutado en estos estudios no permitia extraer conclusiones
sélidas (PRIME '° : 54 pacientes; SLP 6,1 vs 5,4 m, HR: 0,58, p=0,12; Sv 10,5vs 9,2 m,
HR 0,9, p 0,76; CRYSTAL'": 59 pts; SLP 8 vs 5,6 m, HR: 0,93, p=0,86; Sv 14,1 vs 10,3
m, HR 0,91, p 0,74).

Estudios retrospectivos y no randomizados sugieren que otros biomarcadores podrian ser pre-
dictores de menor eficacia con monoclonales anti-EGFR : mutaciones en el exén 20 de PIK3CA
8 niveles bajos de expresion de ligandos (EREG/AREG)™9#°, o pérdida de expresion de PTEN &'
y quizas también otros menos estudiados como ciertos Polimorfismos en Fc R & | ciertos mi-
croRNAs & o la sobreexpresion de IGF1-R848, Sin embargo ninguno de estos biomarcadores ha
sido adecuadamente validado en estudios prospectivos y no son de utilidad a dia de hoy en la
clinica diaria, aunque su papel deberia ser aclarado en el futuro en busca de una mejor seleccion
de los pacientes que se van a beneficiar del tratamiento con anti-EGFR.

Con respeco a las mutaciones en PIK3CA, recientemente se ha sugerido por algunos estudios re-
trospectivos que podrian predecir en CCR eficacia del tratamiento con acido acetil salicilico®#”, aun-
que en un pegquefio estudio retrospectivo recientemente comunicado no se observd este efecto®.
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En todo caso es una cuestion muy interesante que se esté investigando prospectivamente en la
actualidad y habra que esperar a los resultados de estos estudios para poder sacar conclusiones.

El efecto antitumoral de los platinos (incluido el oxaliplatino) viene mediado por danos en
el ADN que inducen a la apoptosis de la célula tumoral.

Varias enzimas, que intervienen en la reparacion de estos danos en el ADN, parecen jugar
un papel importante en la resistencia a los platinos:

ERCC1 (excision repair cross complementing 1).

XRCC1 (X-ray cross complementing group 1).

ERCC2 (también conocido como XPD —xeroderma pigmentosum group D-).
XRCC3 (X-ray cross complementing group 3).

GADDA45A. Interviene también en el control del ciclo celular.

También parecen jugar un papel en la resistencia a los platinos las GST (glutation S-trans-
ferasas), que es una familia de isoenzimas entre las que destacan GSTP1, GSTT1 y
GSTMA1. Estas enzimas neutralizan el platino a nivel del citoplasma, evitando su interaccion
con el ADN.

Métodos de determinacién

— Nivel de expresion ARNm (PCR).

— Nivel de expresion de proteina (ELISA o IHQ).
— Polimorfismos.

Utilidad clinica: valor prondstico y valor predictivo

En diversos estudios retrospectivos se ha sugerido que una mayor expresion de estos
genes, un mayor nivel de su proteina o ciertos polimorfismos se asocian con una menor
eficacia del tratamiento con platinos, siendo el mas estudiado en CCR el ERCC189%, Son
necesarios estudios prospectivos aleatorizados que validen esta posible utilidad como
biomarcadores en CCR. Con respecto a los polimorfismos de ERCC-1, el estudio fase I
espanol SETICC ha evaluado de forma prospectiva la utilidad de adaptar el esquema de
quimioterapia en primera linea segun polimorfismos en TS y en ERCC1 y sus resultados
estan pendientes de publicacion.

Recomendacion
No se recomienda su uso fuera del contexto de un ensayo clinico.
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Se ha determinado mediante el andlisis de densidad microvascular (MVD) en el tumor o
mediante la medicion de moléculas promotoras de angiogénesis. La MVD se determina
mediante el analisis de marcadores de células endoteliales con anticuerpos especificos,
dirigidos a CD34, CD31, o el factor anti-VIIl. Existe una correlacion inversa entre la expre-
sion por IHC de la MVD vy la supervivencia cuando la MVD se determind utilizando anti-
cuerpos dirigidos contra CD31 o CD34, pero no contra el factor VIII. Es necesario el
estudio de la MVD como factor prondstico en ensayos clinicos prospectivos. Ademas, se
carece de guias de consenso acerca de la mejor forma de cuantificar, evaluar e interpretar
la MVD. En la actualidad, debido a la falta de estudios prospectivos, no se puede proponer
a la MVD como marcador pronostico. Con respecto a las moléculas promotoras de an-
giogénesis, la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) se ha medido
con el analisis de ARNm o mediante IHC con anticuerpos anti- VEGF. No se dispone de
estudios que aclaren el papel de VEGF o de otras moléculas relacionadas con la angio-
génesis como factores prondstico en el CCR.

Se han determinado el valor de moléculas efectoras criticas en el proceso de invasion y
metastasis, tales como los factores de crecimiento relacionados con el plasmindégeno, asi
como las metaloproteinasas de la matriz (MMP). Los factores de crecimiento, relacionados
con el plasminégeno (UPA, uPAR, tPA, PLG, PAI-1 y PAI-2), se han determinado con en-
sayos inmunosorbentes ligados a la enzima (ELISA), o por IHC tanto en el tumor asi como
en factores solubles en el suero de algunos de ellos. Los estudios retrospectivos muestran
resultados no contradictorios, pero todos procedentes de la literatura antigua; no se
puede proponer como marcador en la actualidad. De las 15 diferentes MMPs, 3 se han
estudiado en el CCR para establecer su valor prondstico. La expresion de MMPs se ha
determinado por diferentes técnicas, como IHC y ARNm, tanto en el tumor como en los
niveles séricos. Los estudios retrospectivos muestran resultados contradictorios, y no se
puede proponer como marcador en la actualidad.

El indice de proliferacion puede medirse mediante diferentes técnicas: indice mitético,
analisis del porcentaje de células en fase S mediante citometria de flujo, determinacion
por inmunohistoquimica (IHC) de los marcadores de proliferacion celular, como el antigeno
nuclear Ki-67 o el antigeno de proliferacion celular nuclear (PCNA). Las dos formas mas
frecuentes de determinar el indice de proliferacion son mediante citometria de flujo (por-
centaje de células en fase S) y por IHC.

Es controvertida la relacion entre el porcentaje de células en fase S, medido mediante cito-
metria de flujo, y el prondstico de los pacientes con CCR localizado. Algunos estudios su-
gieren que un mayor porcentaje de células en fase S es un factor prondstico independiente,
mientras que otros estudios No encuentran esta asociacion. Debido a estos resultados con-
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tradictorios, no se aconseja el uso del porcentaje de células en fase S como factor pronds-
tico independiente en los pacientes con CCR precoz (estadios Il y Ill). EI PCNA es una al-
ternativa atractiva al andlisis del porcentaje de células en fase S medido mediante citometria
de flujo. En un estudio, que analizaba el indice de PCNA en las células tumorales localizadas
en el margen tumoral, se encontrd una relacion lineal entre dicho indice, la supervivencia
libre de enfermedad (SLE) y la supervivencia global (SG). Sin embargo, otros estudios han
fracaso en demostrar que PCNA es un factor prondstico independiente. El PCNA también
puede determinarse mediante IHQ. Existe una gran variabilidad en los resultados obtenidos
cuando se utiliza el anticuerpo monoclonal anti-PCNA PC10 en la medicion del PCNA. Tam-
bién es posible, mediante IHQ, determinar el indice de proliferacion celular con el antigeno
nuclear Ki-67 (y su epitopo MIB-1). Son necesarios estudios prospectivos que evallen el
papel del PCNA vy del antigeno nuclear Ki-67 como marcadores moleculares pronosticos
tras la reseccion de CCR en estadios Il y Il

Se han utilizado dos técnicas completamente diferentes para medir el valor de este posible
marcador, con resultados muy divergentes: el analisis de ADN para detectar diferentes
mutaciones en el gen p53, y la acumulacion anormal de la proteina p53 mediante técnicas
de IHC. Este ultimo tipo de analisis se ha hecho asumiendo que las alteraciones en el gen
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