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Resumen

Introduccion. El CD44 es una molécula de adhesion celular
de la que se conocen una forma estandar (CD44s) y varias iso-
formas variantes (CD44v) y cuyo principal ligando es el acido
hialurénico (AH), proteglicano de la matriz extracelular im-
plicado en numerosas acciones bioldgicas. En este estudio he-
mos querido analizar la posible influencia de la concentracién
de AH sobre ciertas propiedades clinicobioldgicas de los carci-
nomas ductales infiltrantes de mama CD44vS5 positivos.

Pacientes y métodos. Se han determinado en 124 carcinomas
ductales infiltrantes de mama CD44v5 positivos (56 AH positi-
vos [> 1.500 ng/mg de proteina] y 68 AH negativos) las concen-
traciones citosolicas de receptores de estrégenos (RE), de pro-
gesterona (RP), pS2, catepsina D y activador del plasmindgeno
tipo tisular (t-AP). Se ha considerado también el tamafio tumo-
ral, afeccion ganglionar axilar (N), el grado histolégico (GH),
ploidia y la fase de sintesis celular (FS).

Resultados. Los tumores AH positivos presentaron menores
concentraciones de catepsina D (p = 0,013) que los AH negati-
vos. Asimismo, fueron menos frecuentemente aneuploides (p =
0,026), catepsina D positivos (p = 0,015), GH 3 (p = 0,043) y
proliferativos (FS > 7% p = 0,049).

Conclusiones. Los resultados anteriores sugieren que la con-
centracion de acido hialurénico en la membrana celular podria
asociarse con ciertas propiedades clinicobiologicas de los carci-
nomas ductales infiltrantes de mama CD44v5 positivos.

Palabras clave: Carcinomas mamarios. CD44v5. Acido hialurd-
nico.
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CLINICAL AND BIOLOGICAL DIFFERENCES
BETWEEN CD44v5 POSITIVE INFILTRATING DUCTAL
CARCINOMAS OF THE BREAST, CLASSIFIED ON THE
BASIS OF HYALURONIC ACID CONCENTRATION

IN THE CELL MEMBRANE

Introduction. CD44 is a cell adhesion molecule. There is one
standard form, CD44s, and many variant isoforms, CD44v;
their main ligand is hyaluronic acid, which is a proteoglycan
found in the extracellular matrix and is involved in various
biological functions. In this study we analyzed whether hyalu-
ronic acid levels in the cell membrane modulated certain clini-
cal and biological features of CD44v5-positive infiltrating duc-
tal carcinomas of the breast.

Patients and methods. We determined 124 patients with
CD44v5-positive infiltrating ductal carcinoma of the breast.
Of these, 56 were hyaluronic positive (> 1,500 ng/mg prot.)
and 68 were negative. We measured the cytoplasmic levels of
oestrogen receptors, progesterone receptors, pS2, cathepsin D,
and tissue-type plasminogen activator. Tumour size, axillary
lymph node involvement, histological grade, ploidy and S-
phase of cell cycle were also taken into account.

Results. Hyaluronic positive tumors had lower concentra-
tions of cathepsin D (p = 0.013) than hyaluronic negative tu-
mors. They were also less frequently aneuploid (p = 0.026) and
cathepsin D positive (p = 0.015), histological grade 3 (p =
0.043) and S-phase > 7% (p = 0.049).

Conclusions. Our results suggest that hyaluronic acid con-
centrations in the cell membrane may be associated with some
clinical and biological differences between CD44v5-positive
infiltrating ductal carcinomas of the breast.
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Introduccion

El CD44 es una molécula de adhesion localizada en la mem-
brana celular e implicada en la interrelacién célula-célula y cé-
lula-matriz extracelular. Asimismo, este receptor participa en
otros procesos bioldgicos como la movilidad de los linfocitos,
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hematopoyesis y apoptosis'. Su gen consta de 20 exones, de
los cuales los cinco primeros y los cinco Gltimos son constan-
tes, mientras que el resto estd sometido a ciertos procesos (spli-
cing alternativos, N-glucosilaciones, O-glucosilaciones, etc.)
que determinan la generacién de regiones variables e isoformas
(CD44v) con un diferente peso molecular®. El 4cido hialuréni-
co (AH) es un importante componente de la matriz extracelular
y representa el ligando principal del CD44, si bien también
pueden unirse a éste otras moléculas como el coldgeno, la fi-
bronectina, la condroitin sulfato, la osteopontina, etc.®. En el
aspecto bioldgico, el AH promueve la adhesion y migracion de
las células tumorales, mientras que sus fragmentos estimulan la
angiogénesis>!!.

El CD44 parece estar implicado en la progresion tumoral;
estudios recientes han demostrado que esta molécula interviene
en dos de las tres etapas del proceso invasivo: la adhesion a la
matriz extracelular y la motilidad. Algunos tumores, como los
gliomas, expresan exclusivamente la forma estdndar del CD44
(CD44s)'213, mientras que otros, como los de mama, eviden-
cian también formas variantes'*'6. Con respecto a la isoforma
v5 (CD44v5) en los carcinomas mamarios, Hefler et al'? consi-
deran que su expresion citosdlica es regulada positivamente du-
rante el proceso de transformacion tumoral, no siendo aquélla
necesaria para obtener el fenotipo metastdsico, ni comportdn-
dose como un factor prondstico independiente. Tempfer et al'®
observan que la supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios
fue mayor en los casos CD44v5 positivos que en los negativos,
careciendo también aquélla de valor como factor prondstico in-
dependiente. Nuestro grupo pudo comprobar en un estudio ini-
cial que la positividad para el CD44v5 se asociaba exclusiva-
mente con la de los receptores de progesterona y un tamafio
superior a 2 cm.

Dado que el AH es el principal ligando del CD44, que la
unién de ambos se relaciona con algunos hechos de la invasion
tumoral®® y que no existen trabajos en la bibliografia que consi-
deren simultdneamente ambos pardmetros, hemos creido inte-
resante analizar si la concentracién de AH de membrana se
asociaba a determinadas propiedades clinicobioldgicas de los
carcinomas ductales infiltrantes de mama CD44v5 positivos.
La exposicion de los resultados obtenidos constituye el objeti-
vo del presente trabajo.

Pacientes y métodos

El grupo de estudio incluyd 124 carcinomas ductales infil-
trantes de mama CD44v5 positivo (> 3 ng/mg de proteina'®), de
los cuales 56 presentaron concentraciones de AH de membrana
mayores de 1.500 ng/mg de proteina. Dicha cifra fue conside-
rada como umbral de positividad y corresponde a la mediana
de los valores obtenidos previamente con 252 pacientes (inter-
valo 70,2-6843 ng/mg de proteina). En todos ellos determina-
mos las concentraciones citosdlicas del receptor de estrogenos
(RE), progesterona (RP), pS2, catepsina D y activador del plas-
mindgeno tipo tisular (t-AP). También hemos tenido presente
el tamafio tumoral, la afeccién ganglionar axilar, la ploidia y la
fase de sintesis celular.

Una vez recibidas en el laboratorio desde el quiréfano las
muestras tisulares fueron limpiadas de sus componentes grasos
y, posteriormente, congeladas y almacenadas en nitrégeno li-
quido hasta su homogeneizacion. Esta ultima se realizé en un
tamp6n (TRIS 0,01 M, EDTA Na2 0,015 M, 10% glicerol,
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TABLA 1. Distribucion de los valores de los diferentes parametros
clinicobiolégicos en los dos subgrupos de tumores CD44v5
positivos estudiados

AH* AH-
Parametro P
Intervalo Mediana Intervalo Mediana

RE (fmol/mg de proteina) 0,1-1.248 16,1

RP (fmol/mg de proteina) 0,1-454 98,0

PS2 (ng/mg de proteina) 0,1-214 6,7

Catepsina D (pmol/mg
de proteina)

t-AP (ng/mg de proteina) 0,3-39,1 43

Tamafo (cm) 0,2-6,0 2,0

0,1-482 232 NS
0,1-6.582 28,6 0,087
0,1-241 52 NS

15,1-374 36,9 16,6-1.145 49,6 0,013
0,15-4,0 42 NS
0,4-8,0 20 NS

AH: dcido hialurénico.

0,01% monotioglicerol, pH 7,5), en frio y con microdesmem-
brador (OMNI 1000, Waterbury. CT, EE.UU.). Posteriormente,
las muestras fueron centrifugadas a 800 g durante 10 min y el
sobrenadante obtenido fue ultracentrifugado a 100.000 g du-
rante una hora a 4 °C. El nuevo sobrenadante (citosol) fue utili-
zado para la determinacion de los diferentes pardmetros descri-
tos anteriormente. Las técnicas y los limites de positividad
fueron los siguientes: RE (EIA. Abbott, EE.UU.; 10 fmol/mg
de proteina), RP (EIA. Abbott, EE.UU.; 10 fmol/mg de protei-
na), pS2 (IRMA-CIS, Francia; 5 ng/mg de proteina), catepsina
D (IEMA-CIS, Francia; 50 pmol/mg de proteina), activador del
plasminégeno tipo tisular (t-AP; EIA. Boehringer, Mannheim),
AH (AH; RIA. Pharmacia, Suecia) y CD44v5 (EIA. Bender
Med System, Austria). La ploidia y la fase de sintesis celular
fueron analizadas mediante citometria de flujo (Beckton Dic-
kinson, Fascam) y en muestras en fresco, considerdndose como
umbrales de positividad valores del 7 y del 14%, que corres-
ponden a las medianas de los tumores diploides y aneuploides,
respectivamente. Todos los resultados fueron expresados por
mg de proteina, determinada mediante el método de Bradford.
El estudio estadistico se realiz6 mediante el programa BMDP3
y, dado que los diferentes pardmetros no siguieron una distribu-
cién normal, se han empleado tests no paramétricos, asi como
el de la ¢% Por ello, los valores fueron expresados mediante el
intervalo, la mediana y los percentiles 25 y 75. Una diferencia
fue considerada significativa cuando el valor de p fue inferior
a 0,05.

Resultados

Como se puede observar en las tablas 1 y 2, los tumores
CD44v5 positivos y AH positivo presentaron menores concen-
traciones de catepsina D (p = 0,013) que los AH negativos. Asi
mismo, fueron menos frecuentemente aneuploides (p = 0,026),
catepsina D positivos (p = 0,015), de grado histolégico 3 (p =
0,043) y proliferativos (fase S > 7%; p = 0,049).

Discusién

El CD44vS5 pertenece a una familia de moléculas de adhesion
implicadas en numerosos procesos bioldgicos, asi como en la
tumorogénesis e invasion tumoral. En relacién con estos dos

procesos, se sabe que promueve el crecimiento y la metastatiza-
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TABLA 2. Distribucion de los porcentajes de positividades obtenidos
con los diferentes parametros clinicobiologicos en los dos subgrupos
de tumores CD44vS5 positivos estudiados

Parametro AH* AH- p
RE* 33/56 46/68 NS
RP* 38/56 37/68 NS
PS2* 31/56 34/68 NS
N* 28/56 32/68 NS
>2cm 26/56 32/68 NS
Aneuploides 14/56 30/68 0,026
GH3 12/56 26/68 0,043
Metéstasis* 3/56 1/68 NS
Catepsina* 17/56 35/68 0,015
Fase S > 7% 19/56 35/68 0,049
Fase S > 14% 9/56 15/68 NS

AH: dcido hialurénico.

cidn, asocidndose en estas acciones a ciertas metaloproteasas
(MMP9)?!. También estdn implicadas la proteincinasa C y la
fosfolipasa D2, siendo la degradacion del AH uno de los efec-
tos mds importantes. Asi, el CD44 de membrana se une al
proteoglicano, lo internaliza y promueve la supervivencia de
la célula tumoral. Cuando este proceso se bloquea, se induce
la apoptosis de las células tumorales posiblemente porque
afecta a su capacidad para penetrar en la barrera que supone
el AH*2, Muchos grupos han estudiado el comportamiento
de las diferentes isoformas del CD44, asi como de su forma
estdndar, en los tumores malignos, siendo diferentes los resul-
tados segtin el tumor y la isoforma considerada. En relacién
con el CD44v5 en los carcinomas mamarios, los resultados
no son homogéneos, aceptdndose que no constituye un factor
prondstico independiente. Dado que el AH es el principal li-
gando del CD44 y que el efecto final parece depender de am-
bos pardmetros®, consideramos interesante estudiar si la
concentracion del proteoglicano en la membrana celular in-
flufa en ciertas propiedades clinicobioldgicas de los carcino-
mas ductales infiltrantes de mama CD44v5 positivos.
Pudimos observar que los tumores AH negativos presentaron
mayores concentraciones y porcentaje de positividades para la
catepsina D, siendo también mds frecuentemente aneuploides,
indiferenciados y proliferativos. Las concentraciones mayores
de la proteasa, junto con la tendencia a presentar cifras meno-
res de RP que rozaron la significacion estadistica, parecen su-
gerir un peor comportamiento, como se ha demostrado recien-
temente con un gran nimero de pacientes”, pues obvia la
posible influencia hormonal en la sintesis de la proteasa. Ello,
unido a mayor nimero de casos aneuploides, con grado histo-
16gico 3y con fase S superior al 7% —pardmetros todos ligados
a un peor comportamiento®>’—, nos sugieren que los carcino-
mas ductales infiltrantes de mama CD44v5 positivos y AH ne-
gativos poseen unas caracteristicas bioldgicas indicativas de
una mayor agresividad. Asimismo, nuestros hallazgos concuer-
dan con las observaciones de Knupfer et al®® en los gliomas,
quienes demuestran que la adhesion de las células tumorales al
AH es mediada por el CD44, pero ello no es suficiente ni tni-
co. Posiblemente, la union CD44-AH vy la internalizacion del
proteoglicano sea lo que determine el efecto bioldgico final. Si
ello es asi, se podrian explicar ciertas discrepancias en los re-
sultados obtenidos en la bibliografia en relacién con el com-
portamiento y utilidad del CD44v5 considerado aisladamente.
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Nuestros resultados nos inducen a considerar que la concen-
tracién de AH en la membrana celular parece asociarse a cier-
tas propiedades clinicobioldgicas que podrian incidir en su
comportamiento ulterior.
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