GENETIC PROFILE OF
GASTROENTEROPANCREATIC
NEUROENDOCRINE TUMORS

Gastroenteropancreatic neuroendocrine
tumors are relatively rare neoplasms but
their incidence has significantly increased
in the last 30 years. These tumors are
usually sporadic but can also occur as part
of certain endocrine tumor susceptibility
syndromes such as multiple endocrine
neoplasia type1 (MEN1) and von Hippel
Lindau disease. The genetic abnormalities
associated with the development or
progression of these tumors depend on
the site of origin and suggest multiple
gene involvement.

Knowledge of this genetic complex has
been gained from a variety of approaches
such as comparative genomic
hybridization, loss of heterozygosity and
DNA microarray analysis. These genetic
studies indicate that pancreatic endocrine
tumors frequently harbor mutations in the
MEN1 gene, among others, and that
carcinoid tumors, in contrast, show more
alterations on chromosome 18.
Nevertheless, the molecular pathogenesis
of gastroenteropancreatic neuroendocrine
tumors remains to be fully elucidated,
mainly because the data refer to small and
heterogeneous tumor series.
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Los tumores neuroendocrinos gastroenteropancreaticos (TEGEP) son
tumores relativamente poco frecuentes, pero con un incremento en su
incidencia en los ultimos 30 anos. Pueden aparecer principalmente de
forma esporadica o como parte de ciertos sindromes tumorales
hereditarios, como la neoplasia endocrina multiple (MEN1) o la
enfermedad de von Hippel Lindau (VHL). Las anormalidades genéticas
asociadas con el desarrollo y la progresion de estos tumores dependen
del lugar de origen y apuntan a multiples genes afectados. El
conocimiento de esta compleja genética ha sido posible gracias a la
hibridacion genémica comparativa (CGH), a la pérdida de heterocigosis
(LOH) y al analisis de microarrays de DNA. En estos estudios genéticos
parece que los tumores endocrinos pancreaticos (TEP) a menudo tienen
mutaciones en el gen MEN1, entre otros, y que los carcinoides, por el
contrario, tienen mas alteraciones en el cromosoma 18. Sin embargo, la
patogenia molecular de los TEGEP debe ser todavia elucidada en
profundidad, principalmente debido a las pequenas y heterogéneas
series estudiadas.

Palabras clave: Tumores neuroendocrinos gastroenteropancredticos. MEN1. VHL. Car-
cinoides. LOH. CGH.

Los tumores neuroendocrinos gastroenteropancreéticos (TEGEP)
son tumores que derivan del sistema endocrino difuso del tracto
gastrointestinal y del pancreas con una incidencia anual, segtn las
mads recientes estimaciones, de 2,5-5 casos por 100.000 habitantes
(representan tnicamente el 2% de los tumores malignos gastroin-
testinales)!2. Sin embargo, basdndonos en los resultados del regis-
tro estadounidense Surveillance, Epidemiology and End Results
(SEER) del Instituto Nacional de Cancer (EE.UU.) y de otros re-
gistros europeos, la incidencia en los ultimos 30 afios estd aumen-
tando, en parte probablemente por un mayor conocimiento de estos
tumores y a una mejora en las herramientas diagndsticas (ecoen-
doscopia, octreoscan/SPECT, etc.)"2. Como en otro tipo de cdnce-
res, sdlo el conocimiento real de la genética molecular de los TE-
GEP y de las vias que subyacen a la iniciacién y la progresion de
estos tumores permitird modificar las actuales clasificaciones mor-
foldgicas, posibilitar un diagndstico mds precoz, prever el riesgo de
diseminacién y desarrollar tratamientos especificos y éptimos para
este complejo y heterogéneo grupo de tumores'*3,
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La localizacién de genes supresores de tumores, pro-
tooncogenes y genes reparadores implicados en el de-
sarrollo de estos tumores (a través de la angiogénesis o
transduccion de sefiales intracelulares por medio de ti-
rosina-cinasas, entre otras) ha sido posible gracias a la
aplicacion de técnicas de mapeo cromosémico y otras
técnicas citogenéticas, como la hibridacién genémica
comparativa (comparative genomic hybridization,
CGH), que permite detectar ganancias o pérdidas de
material cromosdmico, y mds recientemente el andlisis
comparativo de microarrays de ADN o ARN, y tisula-
res, que permiten analizar la expresion de miles de ge-
nes simultineamente que estén sobreexpresados o
n04,6,7.

Aunque la inmensa mayoria de las alteraciones ge-
néticas de los TEGEP son eventos somdticos no here-
ditarios, es decir, esporddicos, la identificacion de ge-
nes de tumores endocrinos familiares como en la
neoplasia endocrina multiple tipo 1, MENT1) no s6lo ha
permitido mejorar el tratamiento de dichos sindromes
familiares, sino que ademds ha facilitado el conoci-
miento molecular de tumores endocrinos esporddicos
que hasta fechas muy recientes se habian resistido, de-
bido probablemente a su heterogeneidad y relativa ra-
reza’!°,

Existen cuatro enfermedades bien establecidas que
cursan con tumores endocrinos pancredticos (TEP) he-
reditarios en mayor o menor medida: MEN1, enferme-
dad de von Hippel-Lindau (VHL), neurofibromatosis
tipo 1 o enfermedad de von Recklinghausen (NF1), y
esclerosis tuberosa (en inglés, TSC); todas ellas son
enfermedades autosomicas dominantes causadas por
genes supresores tumorales®>1°, El MENI es un tras-
torno autosémico dominante, con una prevalencia de
2-3 casos/100.000 habitantes, caracterizado por la apa-
ricién de tumores en las paratiroides, TEP, adenohipé-
fisis y adrenales principalmente, pero también tumores
neuroendocrinos en timo, pulmones y estémago, y tu-
mores de estirpe no endocrina en la piel. Es causado en
un 80% de los casos por mutaciones inactivadoras en
la linea germinal del gen del MEN1 de 10 exones, lo-
calizado en el cromosoma 11q13, que codifica una
proteina de 610 aa, menina, de localizacion variable
segun la fase del ciclo celular (en el niicleo cuando la
célula esta en reposo; en el citoplasma cuando estd en
divisién) y que interactiia con proteinas relacionadas
con la regulacién de la transcripcion, la estabilidad del
genoma y la divisién y la proliferacion celular'®!!,
Hasta el afio 2008 se han descrito 1.336 mutaciones
diferentes, de las cuales la mayoria son mutaciones in-
activadoras sin sentido que dan lugar a una proteina
truncada y a la subsiguiente proliferaciéon tumoral.
Hasta la fecha no se ha podido demostrar una correla-
cion genotipo-fenotipo, con la consiguiente imposibili-
dad de predecir el curso de la enfermedad en base a la
mutacién encontrada. En un 10-20% de los casos no se
han logrado identificar mutaciones en ninguno de los
exones, pero queda la posibilidad de que otros genes o
mutaciones en los promotores o intrones del MENI1

puedan ocasionar este sindrome. En diversos estudios
se han identificado mutaciones de menina en el 85% de
los TEP y en el 41% de los gastrinomas asociados al
MENI, y pérdidas alélicas (pérdida de heterocigosis
[en inglés, LOH]) en el 46% (de media) de TEP espo-
radicos’.

El VHL cursa con hemangioblastomas retinianos y
cerebrales, carcinoma renal, feocromocitomas (10-
20%), tumores quisticos pancredticos benignos y TEP
no funcionantes (12-17%)"!'. El gen de VHL es un gen
supresor tumoral de tres exones (cromosoma 3p25.5),
que regula la angiogénesis y la proliferacion celular
inducida por la hipoxia. La proteina de dicho gen ac-
tuaria sobre varias proteinas para degradarlas, sobre
todo sobre el hypoxia inducible factor la (HIF-1av),
proteina que en condiciones normales se combina con
el HIF-13 y, una vez en el nucleo, inicia la transcrip-
cién de genes regulados por hipoxia que se han descri-
to en tumores neuroendocrinos en general, como el
vascular endotelial growth factor (VEGF) (cuya expre-
sién y la de su receptor estdn muy aumentadas en TE-
GEP), el platelet-derived growth factor (PDGF) (pre-
sente en cerca de un 70% de las células de tumores
carcinoides y en su estroma), el transforming growth
factor alpha (TGFa) y otros. Cuando el gen del VHL
estd mutado o no funcional, el HIF-1a se acumula vy,
tras su unién al HIF-1P, aumenta la transcripcién de
los anteriores genes, principalmente el VEGF y la sub-
siguiente activacién endotelial, migracién y prolifera-
cién. Se han disefiado moléculas dirigidas a: a) inhibir
el ligando VEGF, como el anticuerpo recombinante
monoclonal bevacizumab; b) inhibir el receptor del li-
gando —inhibidores de la tirosina-cinasa—, como el so-
rafenib y el sunitinib, y c) inhibidores del mammalian
Target Of Rapamycine (mTOR, cinasa serina-treonina
reguladora de la apoptosis, el crecimiento y la prolife-
racién celular, a través de una compleja via de sefiali-
zacioén celular —PI3K/PTEN/AKT/mTOR-, cuya pér-
dida de funcién conlleva una activacion de dicha via y
el posterior desarrollo tumoral), como el everolimus y
el tensirolimus. La LOH en el gen 3p25 se ha demos-
trado en el 30% de los TEP esporddicos y no suele
estar asociada a mutaciones somaticas de este gen, lo
cual indica que no es un factor clave en los TEP espo-
radicos, pero que otros genes en este cromosoma, por
el contrario, si podrian desempefiar algtin papel>’!!,

La NF1 y la TSC pueden manifestarse como lesiones
benignas en forma de hamartomas, astrocitomas y tu-
mores bien diferenciados cerebrales, oculares, pulmo-
nares, cardiacos, renales, dermatolégicos y TEP. En la
NF1 pueden aparecer TEP, somatostatinomas de duo-
deno y carcinoides en ampolla de Vater. El gen NF1 es
un gen supresor tumoral (cromosoma 17q11) que codi-
fica una proteina llamada neurofibrina, que también
estd relacionada con la via mTOR no sélo directamen-
te, sino también a través de la regulacion de la funciéon
de la proteina de la TSC. En la TSC se han descrito
muy pocos casos de TEP. Los genes asociados con la
TSC son TSC-1 (cromosoma 9q34) y TSC-2 (cromo-
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soma 16p13, que es el que se suele asociar a tumores
endocrinos pancredticos). En condiciones normales, el
complejo TSC-1/2 regula la progresion del ciclo celu-
lar controlando la actividad del mTOR’.

TUMORES ENDOCRINOS PANCREATICOS

De acuerdo a estudios de CGH y de LOH en los TEP
esporadicos, las pérdidas cromosdmicas son algo més
frecuentes que las ganancias, y estos cambios son mas
numerosos a medida que aumentan el tamafo y la
agresividad (metdstasis) del tumor®’. En general, los
TEP no funcionantes tienen mas alteraciones genéticas
que los funcionantes>’®, Las pérdidas son mds frecuen-
tes en el cromosoma 1p (21% de los tumores), 3p (19-
30%, donde se localizan genes supresores tumorales
como VHL, RAR-3, MLHI y RASSFIA, involucrados
en algunos estudios en la patogenia de estos tumores),
6q (28%), 10pq (14%, donde se localiza el gen PTEN,
uno de los reguladores de la actividad del mTOR), 11q
(28-66%), 22q (40%), Y (31%, exclusivo de los TEP)
y X (31%), y las ganancias son mds frecuentes en el
cromosoma 4pq (17%), 5q (25%), 7pq (41%), 9q
(28%), 12q (23%), 14q (32%), 17p (31%) y 20q
(27%)>791217,

A diferencia de los TEP asociados al MEN1, donde
la mayorfa de estos tumores tienen mutaciones de me-
nina, sélo un 46% (de media) de los TEP esporadicos
tiene mutaciones somdticas en este gen; son mds fre-
cuentes en los funcionantes (37-67%) que en los no
funcionantes (8%), a excepcion de los insulinomas,
aunque la presencia LOH en el cromosoma 11q13 es
mucho mas frecuente (hasta un 68%), lo que apunta a
la existencia de otros genes supresores u oncogenes en
este cromosoma que puedan estar involucrados en el
desarrollo de TEP esporadicos.

El gen supresor tumoral pl6/CDKN2A (o p16™&-42)
localizado en el cromosoma 9p codifica la p16, inhibi-
dor de las cinasas dependiente de ciclinas 4 (CDK4).
Cuando esta dltima estd activa, inhibe la progresién
celular en el punto del ciclo celular G,;S. Los mecanis-
mos de inactivacion del gen p16™%“ incluyen mutacio-
nes, delecciones o hipermetilacion del gen promotor.
Se han descrito alteraciones de este gen en forma de
hipermetilacién del gen promotor (pero no mutaciones
ni delecciones) en el 52% de gastrinomas (duodenales
y pancredticos), aunque no se ha hallado correlacién
alguna entre este hecho y las caracteristicas clinicas o
el comportamiento bioldgico de estos tumores'®, Tam-
bién se han descrito en menor medida delecciones o
hipermetilacién en TEP no funcionantes.

Estudios preliminares recientes con microarrays
apuntan a nuevos genes criticos en el proceso de inva-
sién tumoral, progresion y metéstasis, que se expresa-
rian de forma diferente en TEP benignos vs. TEP me-
tastasicos. Estos genes estdn involucrados en vias
relacionadas con: a) angiogénesis, adhesion y remode-
lado (genes de la E-cadherina del endotelio vascular,
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E-selectina, fibronectina y angiopoyetina "ANG2"),
que estarian sobreexpresados; b) transduccién de sefia-
les a través de tirosina-cinasas (PDGF-, que se ha ha-
llado hiperexpresado en TEP metastdsicos, DDRI,
MKK4); c) sefializacion celular calcio-dependiente, y
d) respuesta a farmacos (p. ej., gen MDRI1 que codifica
la glicoproteina P, un transportador transmembrana
que induce resistencia a farmacos en el cancer y, por
consiguiente, se asocia a mayor agresividad tumoral y
peor prondstico)>1+17,

Los oncogenes (Ras, BRAF, MYC, JUN) y los genes
supresores tumorales comunes (p53, Rb, RET, PTEN)
parecen tener muy poca trascendencia en la patogenia
molecular de los TEGEP en general y de los TEP en
particular, al menos en los bien diferenciados y en fa-
ses no avanzadas, aunque con excepciones (p53 se ha-
Ila muy a menudo hiperexpresado en los carcinomas
endocrinos pobremente diferenciados del tracto gastro-
intestinal, y inicamente se ha hallado Ras hiperexpre-
sado en los insulinomas malignos)™’.

TUMORES NEUROENDOCRINOS
GASTROINTESTINALES (“CARCINOIDES”)

Las aberraciones genéticas en los carcinoides gastri-
cos e intestinales (CI) son menos frecuentes que en los
TEP337, En el caso de los TNE gastricos (ECLomas), y
mas concretamente los carcinomas, se han descrito LOH
en cromosomas 8p, (82%), 11q (locus del gen MEN1)
(en el 41% de casos esporadicos), 11p (50%), 12p
(50%), 13q (50%), 15q (58%) y 17p (57%). En el caso
de los CI, las ganancias cromosdmicas se han encontra-
doen 19q, 17q y 4p14, y en mucha menor medida en 7,
5 y 20, mientras que las pérdidas se han hallado sobre
todo en cromosoma 18 y en menor medida en 9p (17%
de los CI), 11q22-23 (13%) y 16921 (18%)*>-12!.

Las pérdidas en el cromosoma 18 han sido descritas
en el 43-88% de los carcinoides intestinales (frecuen-
cia muy variable debido al tamafio muestral de las dis-
tintas series), sobre todo los de localizacion ileal, lo
que apunta a que en este cromosoma, sobre todo en el
brazo largo, se hallen genes supresores tumorales cla-
ves en la patogenia de estos tumores; aunque, hasta
ahora, genes como DPC4/Smad y DCC localizados en
ese cromosoma no se han hallado mutados. Sin embar-
go, pérdidas en este cromosoma son muy infrecuentes
en los TEP, lo que, unido a otros datos, sugiere que son
genéticamente distintos a los CL

Se ha descrito LOH en cromosoma 11q con frecuen-
cias variables segtin localizacién; asi, es muy alta (50-
60%) en carcinoides de colon descendente, apéndice,
recto y duodenales, y tan s6lo del 14% en ileales. Las
mutaciones en el gen MENI en CI han sido descritas
en pocos estudios (y con frecuencias muy bajas o nu-
las)*”.

Las pérdidas en el cromosoma 9p21 (lugar del gen
supresor tumoral pl6/CDKN2A) apenas se han descri-
to en los CI, asi como mutaciones en el p53.
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TABLA 1. Alteraciones genéticas en TEP esporadicos
y Cl

Localizacion Alteracion cromosémica (gen potencial)

Pérdidas: 1p, 3p (VHL, RAR-B, MLHI,
RASSFIA), 6q, 10pq (PTEN), 11q
(mutacion MEN1 y LOH), 22q, Y y X

Ganancias: 4pq, 59, 7pq, 9q, 12q, 14q,
17p (NF1,HER2/neu), 20q

Hipermetilacién gen promotor p16™NK-4,
genes cadherina, selectina, ANG2, etc.

Pérdidas: 18, 9p, 11q, 16q

Ganancias: 19q, 17q, 4p, 5, 7, 20

Gen B-catenina

Pancreas

Carcinoides
gastrointestinales

El protooncogén ERBB2/HER-2/neu (cromosoma
17) es un miembro de la familia del receptor EGF, una
tirosina-cinasa en la que la sobreexpresion de su pro-
tefna estd relacionada con la transformaciéon maligna y
potencial metastdtico. Se ha encontrado aumentada su
expresion en un 31% de carcinoides intestinales y un
14% de gastrinomas, pero no en otros TEGEP, de modo
que su papel en la patogenia de estos tumores no estd
claro. Por otra parte, el receptor del EGF se ha hallado
hiperexpresado en el 33% de carcinoides del intestino
delgado primarios y metastaticos, y se ha ensayado con
éxito en cultivos celulares un inhibidor del receptor ti-
rosina-cinasa EGF (gefitinib)'2.

La proteina B-catenina (CTNNBI), cuyo gen estd en
el cromosoma 3p, desempefia un papel importante en
la adhesion celular, la transcripcion y la via de sefiali-
zacion Wnt (esta ultima es crucial en varios tipos de
tumores); en condiciones normales, estd unida en la
membrana celular a las cadherinas. Mutaciones en la
B-catenina y la E-cadherina han sido descritas en TE-
GEP (no en TEP) pobremente diferenciadas y durante
la progresion de la enfermedad®°.

En conclusién, cada vez es mas evidente que bajo el
nombre de TEGEP se engloba un heterogéneo grupo
de tumores con marcadas divergencias genéticas (alte-
raciones en el gen MEN1 mucho mds frecuentes en
TEP que en CI, y alteraciones en el cromosoma 18y
cromosoma 9q casi exclusivas de estos ultimos), que
en parte explicarian sus diferentes respuestas a la qui-
mioterapia. En la tabla 1 se resumen los anteriores da-
tos.
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