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RESUMEN

DESARROLLO DE UN MICROARRAY TISULAR (TMA) PARA EL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DEL
PATRON DE EXPRESION MOLECULAR EN EL CANCER DE PROSTATA (PARTE 1)

El microarray tisular (TMA) es considerado hoy en dia una potente herramienta para el analisis masivo
del perfil molecular del cancer. En este trabajo describimos la experiencia de ambos centros en el diseno y
creacion de un TMA para el estudio de la expresion molecular del cancer de prostata asi como una revision
de los diferentes aspectos técnicos necesarios para el analisis de los resultados obtenidos con esta técnica.
En la actualidad, se estan estudiando los datos generados por las distintas técnicas inmunohistoquimicas
para la obtencién de un patrén molecular en diferentes estadios clinicos.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF TISSUE MICROARRAY TECHNOLOGY (TMA) FOR IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDY
OF MOLECULAR EXPRESSION PROFILING IN PROSTATE CANCER (PART 1)

Tissue microarray technology (TMA) is nowadays considered as a powerful tool for the high-throughput
analysis of molecular expression pattern of cancer. In this manuscript we show the experience of both
groups in the design and building of a TMA for the study of protein expression pattern of prostate cancer
as well as a summary of the technical points to analyze the results obtained with this technology. Today,
different data generated by the immunostained tissues are studied to achieve a molecular profile in diffe-
rent clinical scenarios.

Keywords: Tissue microarray. Prostate cancer. Inmunohistochemistry.

a finalizacion del Proyecto del Genoma base para la creacion de nuevas herramientas
LHumano, ha permitido nuevas oportunidades para predecir el potencial maligno de los diferen-
de analisis de genes y sus productos en el tejido tes tumores. Estas nuevas técnicas tienen en
humano. Es de esperar que en los préximos anos comun la capacidad de generar con fiabilidad y
se establezcan nuevas clasificaciones moleculares rendimiento una gran cantidad de datos emergen-
que aportaran informacion relevante para la tipifi- tes que, por otra parte, seria imposible obtener por
cacion de cada tumor. El mayor conocimiento de los métodos tradicionales de la patologia molecu-
los mecanismos moleculares implicados en la lar. Para la creacion de estos futuros mapas o
génesis y progresion del cancer es, por lo tanto, la patrones moleculares, es de gran utilidad a nivel
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clinico el empleo de la técnica del microarray tisu-
lar (TMA), al permitir la realizaciéon de diferentes
ensayos en cientos de muestras simultaneamen-
te. Desde su desarrollo ha demostrado ser un
potente instrumento para la investigacién, que
ofrece la oportunidad de plantear importantes
estudios retrospectivos de caracter multicéntrico
y se ha convertido en el eje central de ejemplares
colaboraciones en el estudio del cancer de pros-
tata, como el Cooperative Prostate Cancer Tissue
Resource del National Cancer Institute! o el
Prostate Specialized Program of Research
Excellence Model? de las Universidades de
Michigan y Johns Hopkins. Con este trabajo, pre-
tendemos comunicar nuestra experiencia en el
disenio y creacion de un TMA para el estudio de la
expresion inmunohistoquimica de los procesos
implicados en la biologia del cancer de proéstata,
asi como, revisar los diferentes aspectos técnicos
necesarios para el analisis de los resultados obte-
nidos con esta técnica de creciente implantacion.

Microarray tisular

Los TMAs proporcionan un nuevo método de
alto rendimiento para estudiar el perfil molecu-
lar, la expresion del mRNA o el analisis de las
alteraciones cromosémicas mediante hibridacion
in situ de multiples muestras de tejido simulta-
neamente®. Esta técnica proporciona la posibili-
dad de estudiar nuevos marcadores o los ya exis-
tentes de manera masiva a la vez que facilita las
colaboraciones intra-e interinstitucionales. Estos
“chips” de tejido pueden facilitar y acelerar el
traslado de la informacion obtenida a la practica
clinica ya que obvian las limitaciones de las téc-
nicas convencionales, como la necesidad de estu-
diar uno a uno miles de especimenes para su
estudio repitiendo los ensayos y con las consi-
guientes y extensas validaciones. A su vez, el
TMA preserva las muestras originales de tejido
que con los métodos tradicionales disminuyen en
cuantia y se deterioran por el uso frecuente. El
microarray de tejido (o micromatriz tisular) se
construye adquiriendo muestras cilindricas de
cientos de tumores o zonas de interés a partir de
los bloques de parafina. Todos los cilindros asi
obtenidos se incorporan a un bloque de parafina
receptor que puede contener hasta 600 muestras
y que es a su vez cortado en multiples secciones
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para llevar a cabo ensayos mediante técnicas
inmunohistoquimicas o de hibridacion in situ
fluorescente. Un unico ensayo o reaccion de
hibridacién in situ proporciona asi informacién
de todos los especimenes de la laminilla a la vez,
reproduciéndose fidedignamente las condiciones
del ensayo para todas las muestras. La construc-
cion de bloques repetidos puede permitir multi-
ples secciones de los mismos tumores para su
estudio. Las zonas de especial interés para biop-
siar en la pieza “donante” son analizadas y mar-
cadas de forma convencional en tinciones de H-
E. De cada bloque pueden ser tomadas muestras
de 0,6 6 1 mm. de diametro y 3-4 mm. de longi-
tud mediante un arrayer (Fig. 1) e incluidas a
modo de matriz en un nuevo bloque “receptor” de
parafina. De este bloque se realizan secciones de
6-8 micras para cada laminilla (Fig. 2).

FIGURA 1. Arrayer manual (Beecher Instruments, Silver
Spring, MD, USA) montado con agujas de 0.6 mm cons-
truyendo un bloque receptor.

MATERIAL Y METODOS

Inclusién de pacientes para TMA

El primer paso en el disefio de un TMA tipico
es la seleccion de los pacientes a estudiar. La
posibilidad intrinseca a la técnica de analizar
muchos casos, permite la inclusion de un nuime-
ro suficiente de pacientes en diferentes situacio-
nes clinicas. Para ello es de gran utilidad el tra-
bajo con bases de datos clinicas y patologicas
actualizadas. En nuestro estudio se selecciona-
ron 227 pacientes, procedentes de las bases de
datos de prostatectomias radicales del Hospital
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del Mar (127) y del Hospital Universitario Miguel
Servet de Zaragoza (100). Se realizé una seleccion
previa de los casos atendiendo a los criterios cli-
nicos para cirugia radical en los dos centros, la
calidad del material disponible, el tiempo de
seguimiento de los pacientes y la posibilidad de
tratamiento hormonal previo a la prostatectomia.
De esta manera, se obtuvo informacién relevan-
te para crear una base de

fila (Y) y columna (X) que le corresponde en su
matriz junto con los datos del foco incluido (Fig. 4),
y en la cual se iran incorporando los datos de las
distintas técnicas inmunohistoquimicas para
cada foco, generadas por la lectura manual de las
tinciones. La tercera tabla es la llamada “Ariol
image” creada con los datos de lectura automati-
zada a través de un sistema de cuantificacion

datos conjunta con una serie
homogénea de casos, 99 pa-
cientes sometidos a diferen-
tes tiempos de bloqueo neo-
adyuvante y 128 no tratados
con diferentes tiempos de
seguimiento (entre 12 y 120
meses). Esta revision fue
realizada con la aprobacion
del Comité de Bioética del
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La informacién clinica y
patolégica obtenida fue intro-
ducida en una base de datos
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relacional (TMA DB) creada al
efecto en Microsoft Access
2002 (Microsoft, Redmond,WA)
para organizar y relacionar

| 3, | &

todos los niveles de informa-
cion a medida que fueran
creandose los TMAs y reali-
zandose las diferentes lectu-
ras de las técnicas de inmu-
nohistoquimica. Este tipo de
solucion evita el tener que
introducir los datos de ma-
nera redundante, como se
haria en una hoja de calculo.
El TMA DB se compone de
una tabla de datos “Censal”
(Fig. 3) que contiene la infor-
macion clinica y patologica
del paciente con clave princi-
pal autogenerada y vincula-
da a otras dos tablas de da-
tos: una llamada “Array” don-
de figura para cada caso la
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FIGURA 3. Tabla de datos “Censal” que contiene la informacion clinica y patolégi-
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FIGURA 4, Tabla de datos “Array” donde figura para cada caso el niimero de

matriz, la localizacién topogrdfica y los datos correspondientes a cada foco.

mediante digitalizaciéon de la imagen. Para preve-
nir entradas duplicadas para los datos de cual-
quier paciente o informacién duplicada de los
focos, se han generado mascaras de entrada que

emiten mensajes de error. Estos
son algunos de los ejemplos de las
precauciones observadas para in-
tentar minimizar los errores en la
entrada de los datos. Para facilitar
los posteriores analisis estadisticos,
todos los valores han sido introdu-
cidos como variables numeéricas,
evitando en la medida de lo posible
el texto (Tabla 1).

Construccion del TMA

El primer paso en la construc-
ciéon de un TMA es el analisis y pre-
paracion de los bloques donantes.
Se toman laminillas para tincion
con hematoxilina y eosina (H&E) de
referencia en todos los bloques para
revisar los diagnésticos y marcar
con tinta las zonas de interés. Un
tema frecuentemente repetido es si
las pequenas biopsias empleadas
en la construccién de un TMA ofre-

Tabla 1

cen informacién suficiente-
mente representativa de lo que
es un tumor mucho mayor.
Debe tenerse en cuenta, que el
principio basico para un anali-
sis con TMA es fundamental-
mente diferente al de un estu-
dio histolégico convencional.
Se trata de una técnica de
investigacion a nivel poblacio-
nal y no debe ser considerada
como una técnica diagnéstica
de casos individuales. Esto es
especialmente relevante en el
estudio del cancer de prostata,
donde generalmente el tumor
es multifocal y heterogéneo.
Estas limitaciones se han
obviado con un analisis minu-
cioso de los bloques donantes
y una toma selectiva y precisa
de las multiples zonas de inte-

rés, a la vez que aumentando el muestreo de cada
tipo de lesiéon en cada caso. Estas medidas han
demostrado ser mas eficaces a la hora de captu-
rar la heterogeneidad del tumor que el empleo de

Tablas constitutivas de la base de datos TMA DB y variables incluidas en las

mismas

Base de datos TMA DB
Tabla Censal

ID paciente

NHC

NH AP

Centro

Fecha nacimiento

Fecha intervencion

PSA preop (ng/mlL)
Gleason primario biopsia
Gleason secundario
Estadio clinico TNM 97
BHC (si/no)

Peso pieza (g)

Gleason primario patologico
Gleason secundario
Volumen tumoral (cc)
Invasion vascular (si/no)
Invasion perineural (si/no)
Multifocalidad (si/no)
Estadio patolégico
Ganglios linfaticos (si/no)
Margenes quirurgicos (si/no)

Tabla Array Tabla Ariol image
ID paciente ID paciente

NH AP NH AP

Foco Foco

Numero TMA Numero TMA

Coordenada X
Coordenada Y
IHC
Membrana
Citoplasma
Nucleo
Patron
Distribucién
Intensidad (+/+++)
Observaciones
(campo alfanum.)

Coordenada X
Coordenada Y

IHC

Membrana
Citoplasma

Nucleo

Patron

Distribucion
Intensidad (numérico)
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biopsias de mayor tamano?. En nuestro estudio,
dada la heterogeneidad del tejido y la posibilidad
de tomar muestras poco representativas del
tumor, este proceso fue evaluado por duplicado
por los patélogos de ambos centros, consensuan-
do criterios como el grado histolégico y la localiza-
cion de las zonas a incluir. Se consideraron como
muestras de interés los focos multiples de tumor,
la neoplasia intraepitelial prostatica de alto grado
(PINAG) adyacente o no a la neoplasia, la hiper-
plasia benigna (HBP), la préstata normal y los
ganglios linfaticos. En total obtuvimos 849 focos
de estudio (3,74 focos/paciente, rango 2-10) per-
tenecientes a 564 focos con cancer de prostata,
146 focos con PINAG (66 aislado y 80 adyacente a
tumor), 73 focos con HBP, 60 focos considerados
prostata periférica normal y 6 focos con metasta-
sis ganglionares. De los diferentes bloques donan-
tes, y una vez localizados los focos a adquirir, se
obtuvieron mediante un arrayer manual (Beecher
Instruments, Silver Spring, MD, USA) las biopsias
de 0,6 mm a integrar en el bloque receptor. De
esta manera se construyeron 4 TMAs. Las mues-
tras fueron introducidas aleatoriamente en los
bloques, pero siguiendo una distribucion lineal
con una distancia de 1 mm entre los centros de
cada muestra, dando lugar a dos tipos de matri-
ces: de 18 columnas por 12 filas y de 20 colum-
nas por 11 filas (Fig. 5). Una vez que los bloques
receptores estuvieron construidos, se seccionaron
en laminas de 6 micras para realizar un control de
calidad con tincién de H&E. En nuestra experien-
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FIGURA 5. Aspecto de dos TMAs tras la obtencién de los
50 primeros cortes.
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cia, fue posible obtener una media de 50 lamini-
llas por bloque sin pérdida significativa del ntume-
ro de cilindros en los ultimos cortes, por lo que el
numero de focos potenciales para estudio es de
42.450. Se emplearon como casos control 5 biop-
sias en cada TMA de tejido procedente de vejiga
urinaria y de amigdala. En cada TMA los contro-
les fueron colocados en diferentes localizaciones.
Todo el proceso fue representado manualmente a
medida que se construia en unas plantillas para
facilitar el paso de los datos a la TMA DB.

Tinciones inmunohistoquimicas

Se ha postulado, que la sobreexpresion relati-
va de moléculas relacionadas con la capacidad de
invasion y la reduccion de las relacionadas con la
adhesion, es un buen predictor del estadio pato-
logico en el cancer de prostata®. La mayoria de
estos estudios, sin embargo, se centran en aspec-
tos individuales de la progresién tumoral, debido
a la dificultad para confeccionar un patrén de
expresion molecular mediante técnicas conven-
cionales. En este sentido y conocida la ventaja
que confiere el TMA, consideramos de gran inte-
rés realizar un estudio que integre los diferentes
procesos implicados en la biologia tumoral, ana-
lizando la interrelacion existente en la expresion
proteica diferencial y su posible utilidad en la
prediccion del estadio patolégico. Se ha conside-
rado el analisis conjunto de las moléculas impli-
cadas en procesos basicos, como la adhesion
celular y la degradacion del estroma, al igual que
la expresion de proteinas relacionadas con el
control del ciclo celular, la proliferacion y la apop-
tosis. Dadas las caracteristicas del cancer de
prostata, se ha considerado importante analizar
la expresion de receptores hormonales, molécu-
las implicadas en la angiogénesis y su relacion
con los factores de crecimiento (growth factors).
Con la eleccion de un total de 36 moléculas a
estudiar mediante técnicas de inmunohistoqui-
mica, pensamos que se analizan la mayoria de los
procesos biologicos basicos y ello puede permitir
la confeccion de un patrén de expresion molecu-
lar suficientemente representativo (Tabla 2). Si se
demostrara un patrén uniforme con capacidad
predictiva, seria de gran interés su validacion en
la biopsia previa y, posteriormente, su validacion
prospectiva en nuevos pacientes.



Tabla 2

Seleccion de las moléculas de estudio mediante técnicas de inmunohistoquimica
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Anticuerpo
Ki67

p53

P21

plé

P27

PRb
Ciclina D1
Ciclina E
CD117
Mdm2

Klf6

CD44
E-cadherina
B-catenina
CK5

CK14
CK18

CAM 5.2
34BE12
Laminina
Cathepsina D
CD31

Bcl2

Bax
Caspasa 3
Caspasa 3 mutada
Caspasa 6
TUNEL
CErbB2
EGFR
VEGF
TGFB
TSP1

AR

ER

COx2
AMACR

Laboratorio

Dako Cytomation
Novocastra
Calbiochem
Biogenex

Dako Cytomation
Dako Cytomation
Dako Cytomation
Zymed

Dako Cytomation

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Dako Cytomation
Novocastra
Zymed

Dako Cytomation
Biogenex

Dako Cytomation
Novocastra
Novocastra

Dako Cytomation
Dako Cytomation
Dako Cytomation
Dako Cytomation
Dako Cytomation
Cell Signalling
Cell Signalling
Calbiochem

Dako Cytomation
Dako Cytomation
Zymed

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Novocastra

Dako Cytomation
Dako Cytomation
Dako Cytomation

Clon
MIB-1
DO-7
EA10
DSC-50
SX53G8
Rb1l
DSC-6
HE12
104D2
D-12
P19
DF1485
36B5
5H-10
05/16B4
LLO02
DC10
CAM 5.2
34BE12
4C7
DB2000
JC70A
124
A3533
8G10
5A1
Ab-2

ErbB2
E30
Z-CVF3
V22
N20
2F12
1D5
CX-294
13H4

Diluciéon
1:75
1:50
1:100
1:100
1:25
1:50
1:20
1:100
1:200
1:50
1:50
1:25
1:25
1:100
1:50
1:50
1:25
1:100
1:100
1

1:25
1:40
1:50
1:1500
1:100
1:250
1:50

1:250
1:50
1:50
1:200
1:100
1:25
1:35
1:100
1:100

El analisis de distintas zonas de cada tumor
merece especial atencion. Se ha demostrado la
existencia de una expresion diferencial y hetero-
génea dentro de cada tumor. Las zonas tumora-
les mas periféricas y/o con extensiéon extrapros-
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tatica y perineural parecen tener
mayor expresion de moléculas
de digestion estromal y menor de
adhesion celular, expresion de
un mayor potencial de disemina-
cion e invasion®. Se consideré
por este hecho el estudio indivi-
dual de la zona tumoral central,
periférica y de margenes positi-
vos o extraprostaticos al igual
que los ganglios linfaticos me-
tastasicos caso de haberlos.

Adquisicion automatizada de la
Imagen y Andlisis usando el Ariol
SL-50™

Ademas del analisis visual, los
niveles de expresiéon inmunohis-
toquimica en un subgrupo de
arrays se evaluan siguiendo una
lectura automatizada a través de
un sistema de cuantificacion
mediante digitalizacion de la
imagen (Ariol SL-50™, Applied
Imaging, Corp.,Santa Clara,CA)
(Fig. 6). El Ariol SL-50 consiste
en un microscopio Olympus Bx
61 automatizado acoplado a una
videocamara CCD de alto rendi-
miento capaz de detectar niveles
de matiz, saturaciéon y luminosi-
dad. El brazo neumatico roboti-
zado es capaz de cargar 50 lami-
nillas. Aplicando el software
correspondiente, el umbral de
cada parametro es optimizado
para traducirse en intensidad de
colores. El software con el que va
equipado, ademas de otras apli-
caciones, contiene tres moédulos
para la interpretacion de las
imagenes escaneadas en funcién
de la localizacion de la proteina
identificada por la técnica inmu-

nohistoquimica, Hersight™ para analisis y cuanti-
ficacion de proteinas de membrana, Kisight™ para
marcadores nucleares y Aesight™ para proteinas
citoplasmaticas (Fig. 7). Los datos ofrecidos por
esta lectura automatizada en forma de intensidad,
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FIGURA 6. Sistema de cuantificacion mediante digitalizaciéon de la
imagen (Ariol SL-50™, Applied Imaging, Corp.,Santa Clara,CA) para la
lectura automatizada de las técnicas de inmunohistoquimica.

FIGURA 7. Captura de la pantalla del Ariol SL-50™ donde se aprecian
las imdgenes escaneadas de una tincion inmunohistoquimica.

porcentaje y distribucién son almacenados para su
posterior tratamiento como variables cuantitativas
en la tabla de datos “Ariol image”.

Andlisis estadistico de los datos procedentes

de un TMA

Uno de los retos mas importantes con el que
nos enfrentamos en estas técnicas de alto rendi-
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miento, es la necesidad de manejar efec-
tivamente la gran cantidad de datos
generados. Las soluciones propuestas
van desde asociar una combinacion de
herramientas convencionales, hasta el
desarrollo de nuevas aplicaciones espe-
cificas para este propoésito. Una demos-
tracion on-line de esta alternativa esta
disponible en http://genome-www.stan-
ford.edu/TMA /explore.shtml. Lo reco-
mendable es escoger para el almacena-
miento un formato que permita la expor-
tacion facil de los datos y la posibilidad
de emplear para el tratamiento estadisti-
co técnicas que busquen relaciones
entre los resultados de las diferentes tin-
ciones inmunohistoquimicas o agrupa-
ciones de las observaciones segun su
similitud, como el analisis de la asocia-
cion de los grupos no supervisado (clus-
tering analysis), supervisado (arboles de
decision) o las diferentes técnicas de
regresion. Una situacion habitual es que
las covariables estén dispersas, no nor-
malizadas y altamente relacionadas
entre si. Los investigadores que trabajan
con TMA de forma rutinaria dicotomizan
los valores de los marcadores. Sin
embargo, el empleo de un sistema mixto
con lectura automatizada permite cuan-
tificar los valores del marcador, requi-
riendo de estudios de correlacion. Se
han revisado diferentes métodos para
evaluar el valor predictivo de los modelos
de regresion de Cox y para demostrar si
los datos ofrecidos por el TMA contienen
este tipo de informacion®. Asimismo, en
la literatura se ha comunicado el empleo
de métodos no paramétricos de replica-
cion “bootstrap” para validar el indice de
concordancia. Estos métodos pueden
utilizarse como herramienta para estimar el
grado de significacion estadistica de la contribu-
cion de diferentes covariables durante la cons-
truccion de un modelo. Esto es especialmente
importante cuando se trabaja con poca represen-
tacion tumoral y es uno de los motivos por los
que existen varias muestras de un mismo tumor.
No obstante, se debe tener en cuenta que una
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parte de la variabilidad puede no estar explicada
por una verdadera expresion diferencial, sino por
la variabilidad que introducen los distintos ele-
mentos que intervienen en todo el proceso de
obtencion de los resultados. Diferentes métodos
de analisis pueden tener una profunda influencia
en la interpretacion de los resultados, por lo que
es absolutamente imprescindible adaptar el dise-
no del estudio a los consejos de expertos en sis-
temas bioinformaticos”.

CONCLUSION

El1 TMA demuestra ser un potente instrumen-
to para la investigacion ayudando al analisis
masivo del perfil molecular de la patologia tumo-
ral. Facilita y acelera el traslado de la informa-
cion obtenida a la practica clinica, obviando
muchas de las limitaciones de las técnicas con-
vencionales. Esto permitira en un préximo futu-
ro tipificar cada tumor ofreciendo un tratamiento
mas individualizado y racional. Para rentabilizar
todo su potencial se impone que los estudios
basados en TMA sean multidisciplinares y multi-
céntricos, con revision meticulosa de los casos,
captura de los datos clinicos de bases de datos
actualizadas, construcciéon meticulosa del array y
un oportuno asesoramiento computacional y
bioinformatico. Esto permite aunar esfuerzos,
conocimientos y experiencias con el fin de lograr
la consecucion del objetivo de forma mas rapida
y exitosa.
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